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resumo 
 
A unidade estrutural uracilo é uma estrutura promissora para a descoberta de 
novos agentes terapêuticos, uma vez que apresenta uma diversificada 
atividade biológica. Os derivados de uracilo substituídos na posição C-5, entre 
os quais se destaca o 5-fluorouracilo, apresentam atividade antitumoral 
significativa. De igual modo os derivados porfirínicos têm sido amplamente 
estudados como fotossensibilizadores em terapia fotodinâmica (PDT), 
destacando-se entre os naturais a clorofila a, precursora de alguns agentes 
como é o caso da clorina e6 e da feoforbida a. A conjugação de unidades de 
hidratos de carbono a outras moléculas tem demonstrado conferir-lhes 
solubilidade e seletividade para com determinadas células alvo, tornando estes 
conjugados adequados para administração intravenosa. Atualmente, já se 
encontram descritos alguns estudos envolvendo derivados de uracilo 
conjugados e ou fundidos a derivados porfirínicos e a hidratos de carbono. A 
conjugação destas moléculas poderá ser um meio para potenciar as 
propriedades fotossensibilizadoras dos derivados porfirínicos, tornando-os 
potenciais agentes terapêuticos para PDT antitumoral e antimicrobiana. A PDT 
tem-se destacado no tratamento de diversas doenças, particularmente no 
tratamento de tumores e infeções bacterianas. A ação fotodinâmica envolve a 
combinação da luz visível, oxigénio molecular e um fotossensibilizador, 
levando à formação de espécies reativas de oxigénio que induzem danos nos 
tecidos e consequentemente pode conduzir à morte celular. 
Neste trabalho, é descrita uma estratégia sintética para preparar novos 
derivados de clorofila a extraída da Spirulina maxima conjugada a diferentes 
unidades de uracil-alditóis, bem como a avaliação da atividade biológica destes 
conjugados, nomeadamente atividade antibacteriana e antitumoral. Os 
compostos preparados, 3 e 9a-c, foram caracterizados estruturalmente por 
espetrometria de massa e por RMN de 
1
H, tendo em alguns casos sido 
necessário recorrer a técnicas bidimensionais (COSY de 
1
H/
1
H), bem como por 
outras técnicas espetroscópicas.  
Para avaliação da atividade antibacteriana, selecionaram-se duas estirpes 
bacterianas: Staphylococcus aureus (Gram-positivo) e Escherichia coli (Gram-
negativo). Os resultados obtidos mostraram que os compostos 3 e 9a, a uma 
concentração de 5,0 µM, inativaram eficientemente a bactéria S. aureus ( 7 
log) após 180 min de irradiação com luz branca a uma irradiância de 2,7 
mW.cm
-2
. Os compostos 9b e 9c, nas mesmas condições experimentais de 
irradiação, foram menos eficazes mostrando uma redução da abundância 
bacteriana de apenas cerca de 2 log. No ensaio com E. coli verificou-se que 
nenhum dos compostos estudados, 3 e 9a, foram capazes de inativar a 
bactéria de Gram-negativo. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 Nos estudos da avaliação da atividade antitumoral foram selecionadas duas 
linhas celulares da próstata humana, PNT-2 e PC-3. Os compostos 9a e 9b 
foram testados a uma concentração de 0,1; 1,0 e 10 µM, tendo sido incubados 
durante 4 h no escuro e irradiados durante 20 min com luz vermelha a uma 
irradiância de 1,28 mW.cm
-2
. Ambos os compostos, na concentração de 10 
µM, foram capazes de reduzir a viabilidade das células cancerígenas PC-3, 
mas também das células pré-neoplásicas (PNT-2). O composto 9a consegue 
ainda reduzir as células PC-3 de forma significativa na concentração de 1,0 
µM. No estudo preliminar de uptake intracelular do composto 9a observou-se 
não existir uma diferença significativa na concentração intracelular entre as 
linhas PNT-2 e PC-3 ao fim de 4 h de incubação. 
Os estudos biológicos realizados permitem concluir que a eficiência dos 
compostos para inativar S. aureus é dependente da unidade de açúcar 
utilizado (o derivado conjugado com a xilose é melhor PS do que os derivados 
de galactose e glucose), mas não parece ser determinante para reduzir a 
viabilidade das células do cancro da próstata (PC-3) na concentração de 10 
µM.  
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abstract 
 
Uracil is considered a lead compound, since it has been used as an important 
platform for chemical modifications in order to improve and to diversify its 
biological activity. C-5 substituted uracil derivatives, among which the 5-
fluorouracil outstands, exhibits relevant antitumoral activity. Among the natural 
porphyrin derivatives, chlorophyll a is the precursor of some photosensitizing 
agents in photodynamic therapy (PDT), such as chlorin e6 and pheophorbide a. 
The conjugation of carbohydrates moieties to other molecules has been shown 
to confer solubility and selectivity to the new entities to target cells, making 
these conjugates suitable for intravenous administration. Currently, some 
studies involving uracil derivatives conjugated to and/or fused to porphyrin 
derivatives and carbohydrates are described in literature. The conjugation of 
these molecules may be used to potentiate the photosensitizing properties of 
the porphyrin derivatives, making them potential therapeutic agents for 
antitumor and antimicrobial PDT. PDT has been used with success in the 
treatment of various diseases, particularly in the treatment of tumors and 
bacterial diseases. Photodynamic action involves the combination of visible 
light; molecular oxygen and a photosensitizer, leading to the formation of 
reactive oxygen species, which will induce tissue damage and consequently 
leads to cell death. 
In this study, we report an efficient access to new derivatives of chlorophyll a, 
extracted from Spirulina maxima, bearing different uracil-alditols moieties, as 
well as the evaluation of their antibacterial and antitumoral activity. The 
prepared compounds, 3 and 9a-c, were structurally characterized by mass 
spectrometry and by 
1
H NMR recurring to mono- and bidimensional techniques 
(COSY 
1
H/
1
H ), and other spectroscopic techniques.  
To evaluate the antibacterial activity, two bacteria strains, Staphylococcus 
aureus (Gram-positive strain) and Escherichia coli (Gram-negative strain) were 
selected. The results showed that compounds 3 and 9a, at a concentration of 
5.0 µM, were able to inactivate efficiently the S. aureus bacterium ( 7 log) after 
180 min of irradiation with white light at an irradiance of 2.7 mW.cm
-2
. 
Compounds 9b and 9c, under the same experimental conditions, were much 
less efficient showing a reduction of only 2 log. In the E. coli assay it was found 
that none of the studied compounds 3 and 9a, were able to photoinactivate 
Gram-negative bacterium. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 In the antitumoral activity evaluation studies, two human prostate cell lines, 
PNT-2 e PC-3, were selected. Compounds 9a and 9b were tested at a 
concentration of 0.1, 1.0 and 10 µM, and incubated for 4 h in the dark and 
irradiated for 20 min with red light at an irradiance of 1.28 mW.cm
-2
. Both 
compounds, at a concentration of 10 µM, were able to reduce the viability of 
PC-3 cancer cells and pre-malignant cells (PNT-2). Compound 9a was further 
able to significantly reduce PC-3 cells at a concentration of 1.0 µM. In the 
preliminary intracellular uptake study of compound 9a, there was no significant 
difference in intracellular concentration between the PNT-2 and PC-3 cell lines 
after 4 h of incubation. 
These conducted studies allow us to conclude that the efficiency of the 
compounds to photoinactivate S. aureus is dependent on the sugar moiety (the 
xylose derivative is better PS than the galactose and glucose derivatives), but 
does not seem be determinant to reduce the viability of prostate cancer cells 
(PC-3) at a concentration of 10 µM. 
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Capítulo I – Compostos heterocíclicos de nitrogénio e suas aplicações 
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1. Considerações gerais 
Os compostos heterocíclicos de nitrogénio têm atraído particular atenção devido ao seu 
considerável potencial terapêutico.
1–3
 Estes compostos podem ser encontrados em diversos 
produtos naturais biologicamente ativos sendo o núcleo de pirimidina uma das estruturas 
mais proeminentes de entre os derivados heterocíclicos de nitrogénio, podendo ser 
encontrado por exemplo nos ácidos nucleicos. De facto, um dos núcleos de pirimidina de 
ocorrência natural mais abundante é o uracilo, uma das quatro bases nucleicas que constitui 
o ácido ribonucleico (RNA).
1
 
As unidades uracilo foram inicialmente detetadas nos ácidos ribonucleicos e obtidas a 
partir deles por hidrólise.
3
 No RNA, as unidades uracilo encontram-se ligadas às de ribose 
formando a uridina ribonucleosídeo que por sua vez se encontra ligada a um grupo fosfato 
(Figura 1.1).
1
 Quando um fosfato se liga à uridina forma-se a uridina 5’-monofosfato e 
para manter a estrutura do RNA o uracilo estabelece duas ligações por pontes de 
hidrogénio com a adenina da unidade adenosina 5’-monofosfato. 
 
Figura 1.1. Representação da uridina ribonucleosídeo e da ligação da uridina 5’-monofosfato à adenosina 
5’-monofosfato, no RNA. 
 
De facto, os uracilos e os seus derivados são compostos promissores uma vez que 
apresentam uma diversificada atividade biológica, como por exemplo, atividade anti-
alérgica,
4
 antitumoral,
5,6
 antiviral,
7
 anti-hipertensiva
8
 e anti-inflamatória.
9,10
 
As porfirinas são também elas compostos heterocíclicos de nitrogénio bem conhecidos 
pela sua relevância em processos biológicos (vide infra). Estes macrociclos tetrapirrólicos, 
com caracteristicas estruturais que podem ser facilmente modeladas recorrendo a pequenas 
4 
 
alterações químicas, apresentam também uma vasta aplicação em áreas como a da 
medicina e da biologia. Uma das aplicações mais promissoras nestas áreas tem sido a sua 
utilização como fotossensibilizadores (PSs) em Terapia Fotodinâmica (PDT); de facto a 
primeira formulação aprovada para PDT tem por base derivados porfirínicos de origem 
natural.
11
 
Um outro aspeto que tem merecido o interesse de vários grupos de investigação, está 
relacionado com a conjugação de hidratos de carbono a outras moléculas, nomeadamente 
uracilos e porfirinas. Este tipo de conjugação para além de poder aumentar a seletividade 
dos derivados resultantes para as células alvo, permite modelar a sua solubilidade em meio 
fisiológico, tornando-os adequados para administração intravenosa, e desta forma 
possibilitar o seu uso terapêutico.
12–15
 
Neste capítulo introdutório que suporta o trabalho experimental realizado, pretende-se 
fazer uma breve revisão do estado do conhecimento atual relacionado com a preparação e 
atividade biológica de derivados de uracilo e a sua conjugação a derivados porfirínicos e 
hidratos de carbono. Adicionalmente serão feitas algumas considerações sobre os 
princípios que suportam a PDT como uma alternativa efetiva, quer para o tratamento de 
situações oncológicas quer na inativação de microrganismos, uma vez que a possibilidade 
de utilizar os compostos preparados ao abrigo desta dissertação como PSs nestes dois tipos 
de situação foi analisada. 
 
1.1.  Preparação e atividade biológica de uracilo e seus derivados 
Os uracilos são considerados como tendo estruturas privilegiadas para o 
desenvolvimento de novos agentes terapêuticos podendo apresentar, como já foi referido, 
uma grande diversidade de atividades biológicas.
1,3
 Embora o desenvolvimento de uracilos 
biologicamente ativos se tenha iniciado no princípio do século XX, ainda hoje se verifica 
um grande investimento por parte da comunidade científica na preparação deste tipo de 
derivados.
16
 O uracilo pode ser preparado laboratorialmente por diversas vias, sendo a 
estratégia mais simples a que envolve a adição de água à citosina, formando o anel uracilo 
e amónia (Esquema 1.1a).
17
 No entanto, a forma mais comum de preparar este derivado 
envolve a condensação do ácido maleico com ureia em ácido sulfúrico concentrado 
(Esquema 1.1b).
18
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Esquema 1.1. Preparação do uracilo (a) a partir da citosina, e (b) pela condensação do ácido maleico com 
a ureia. 
 
A preparação de novos derivados de uracilo como agentes bioativos envolve 
normalmente modificações nos substituintes nas posições N-1, N-3, C-5 e C-6 do núcleo 
de uracilo (ver numeração do núcleo no Esquema 1.1).
1
 Estes derivados podem ser obtidos 
seguindo três estratégias principais: i) construção de núcleos de uracilo a partir de 
precursores acíclicos contendo os substituintes apropriados, ii) modificação da estrutura do 
uracilo ou uracilos funcionalizados por reação com diferentes reagentes e iii) 
funcionalização de unidades de uracilos protegidos com reações incompatíveis com o 
núcleo.
16
 É de referir que a combinação destas abordagens são frequentemente encontradas 
na síntese dos compostos alvos.
16
 
Na Tabela 1.1, encontram-se representadas as estruturas de alguns derivados de uracilo 
que foram preparados recorrendo às abordagens anteriormente referidas, assim como as 
respetivas atividades biológicas. Entre os vários derivados de uracilo bioativos destacam-se 
os substituídos na posição C-5 que apresentam, entre outras,
10,19
 atividade 
antitumoral.
2,5,20–22
 Um exemplo de um desses uracilos substituído na posição C-5 e com 
atividade antitumoral, é o 5-fluorouracilo (5-FU),
20–22
 cuja estrutura se encontra 
representada na primeira linha da Tabela 1.1. Este derivado é um antimetabolito análogo à 
pirimidina, e um dos primeiros compostos farmacologicamente ativo a ser preparado. De 
facto, é um dos exemplos mais evidentes da estratégia sintética de novos compostos 
bioativos tendo como foco o desenvolvimento de novos agentes antitumorais.
20,23
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Tabela 1.1. Derivados de uracilo sintéticos e a sua correspondente atividade biológica. 
Derivados de Uracilo Atividade biológica Referência 
 
 Antitumoral (cancro coloretal, 
cabeça e pescoço, bexiga e 
mama) 
Carrillo et al.20 
Longley et al.21 
Marchal et al.22 
 
 Inibidor da dipeptidil peptidase 
IV em murganhos (alvo para 
tratamento da Diabetes melitus 
Tipo-2) 
Li et al.24 
 
 Antitumoral (linfoma acístico 
de Dalton em murganhos) 
Mathew et al.5 
 
 Antiviral (vírus da estomatite 
vesicular, vírus Coxsackie B4, 
e vírus Sindbis) 
Gazivoda et al.19 
 
 Anti-inflamatório (inibição da 
reação de hipersensibilidade de 
contacto em murganhos, 
induzida por cloreto de picrilo) 
Isobe et al.10 
 
A atividade antitumoral do 5-FU foi descoberta em 1957, e desde então este tem sido 
amplamente usado no tratamento de tumores sólidos, tais como o carcinoma da mama, 
cabeça, pescoço, gastrointestinal, ovários e em particular no tratamento do cancro 
coloretal, para o qual foi aprovado em 1962, pela Food and Drug Administration 
(FDA).
20,21
 Dada a semelhança estrutural de 5-FU ao uracilo, ele pode ser biologicamente 
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confundido com este, no entanto, a presença do átomo de flúor na posição C-5 em vez do 
átomo de hidrogénio, faz com que este iniba as enzimas de replicação do RNA, eliminando 
desta forma a possibilidade de síntese de RNA por parte das células e consequentemente 
inibindo o crescimento de células cancerígenas (Esquema 1.2).
20,21
 O mecanismo de ação 
desta 5-fluoropirimidina deve-se à incorporação de fluoronucleótidos no RNA e DNA e 
também à inibição da enzima timidilato síntase (TS).
21
 O 5-FU entra rapidamente na 
célula, usando o mesmo mecanismo de transporte que o do uracilo, sendo convertido 
intracelularmente em vários metabolitos ativos, como fluorodeoxiuridina monofosfato 
(FdUMP), fluorodeoxiuridina trifosfato (FdUTP) e fluorouridina trifosfato (FUTP). Estes 
metabolitos ativos uma vez incorporados interrompem a síntese de RNA e a ação da 
enzima timidilato síntase (TS), diminuindo os níveis intracelulares de timidina 
monofosfato e timidina trifosfato, que são essenciais para a síntese de DNA (Esquema 
1.2).
25,26
 
 
 
Esquema 1.2. Representação esquemática do mecanismo de ação do 5-FU. (adaptado de 27) 
 
O dano celular provocado pelo 5-FU induz três modos diferentes de modulação do 
crescimento celular: (i) a perda ou acumulação de células na fase S, (ii) o bloqueio das 
fases G2/M e (iii) a retenção das fases G1/S (Figura 1.2).
20 
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Figura 1.2. Representação dos eventos do ciclo celular da célula eucariótica. 
 
Contudo, a baixa seletividade e afinidade de 5-FU para as células tumorais resulta numa 
elevada incidência de efeitos tóxicos adversos, que aliado ao número limitado de tipos de 
cancro em que este agente terapêutico provou ser efetivo, tem possibilitado o 
desenvolvimento de novos derivados de uracilo mais promissores.
25,26
 Entre os fármacos 
do tipo 5-FU já preparados, alguns demonstraram possuir boa eficácia clínica apresentando 
baixa toxicidade e elevada seletividade e estabilidade metabólica, como é o caso dos pró-
fármacos Tegafur, Carmofur e Floxuridine, que quando metabolizados se transformam em 
5-FU (Figura 1.3).
20
  
 
Figura 1.3. Estrutura dos pró-fármacos Tegafur, Carmofur e Floxuridine. 
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Atualmente na literatura podemos encontrar ainda outros derivados de uracilo ligados 
e/ou fundidos a diversas moléculas ou sistemas, como por exemplo nanopartículas,
28
 
ácidos gordos,
29
 porfirinas
30–33
 e hidratos de carbono.
34,35
 Nesta revisão tendo em 
consideração as moléculas alvo a preparar dar-se-á um destaque particular a conjugados de 
uracilo com porfirinas e com hidratos de carbono. 
 
1.2. Porfirinas: Generalidades e seus conjugados com derivados de uracilo 
Como já foi referido, as porfirinas são macrociclos tetrapirrólicos constituídos por 
quatro unidades de tipo pirrol (Figura 1.4) e participam não só em importantes processos 
biológicos mas também em diversas áreas de aplicação.
36
 De entre os compostos com 
importantes funções biológicas pode-se destacar o complexo de ferro(II) da protoporfirina 
IX que é normalmente designado por grupo heme (Figura 1.5). Este complexo está 
presente quer na estrutura da hemoglobina, responsável pelo transporte de oxigénio nos 
animais quer associado a enzimas envolvidas em processos metabólicos. Este tipo de 
núcleo embora com uma ou duas das unidades pirrólicas reduzidas e na forma de complexo 
de magnésio(II), também se encontra em clorofilas e bacterioclorofilas, e intervém no 
processo fotossintético (Figura 1.5). De facto, o núcleo tetrapirrólico pode encontrar-se em 
diferentes estados de oxidação e a designação que toma tem por base o grau de insaturação 
dos anéis pirrólicos. Assim, o macrociclo é designado de porfirina caso os anéis pirrólicos 
se apresentem totalmente oxidados, de clorina caso possua um dos anéis pirrólicos 
reduzidos, e de bacterioclorina ou isobacterioclorina caso possua dois anéis reduzidos, em 
posições opostas e adjacentes, respetivamente (Figura 1.4).   
 
 
Figura 1.4. Representação da estrutura de macrociclos tetrapirrólicos com diferentes estados de oxidação. 
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Figura 1.5. Estrutura do grupo heme, da clorofila e respetivos derivados. 
 
O primeiro sistema de nomenclatura destes compostos deve-se a Hans Fischer, um 
cientista alemão, que recebeu, em 1930, o prémio Nobel da Química, pela sua investigação 
na composição do grupo heme e da clorofila, sendo de destacar entre os seus estudos a 
síntese completa do grupo heme.
37,38
 No sistema de nomenclatura proposto por Fischer 
(Figura 1.6), as posições dos anéis pirrólicos, onde podem ocorrer substituições, também 
denominadas de posições β-pirrólicas por analogia com as posições pirrólicas adjacentes 
ao átomo de nitrogénio designadas de posições-α, são numeradas de 1 a 8; por sua vez as 
pontes metínicas, denominadas por posições meso, são indicadas pelas letras gregas α, β, γ, 
δ.36 Com o aparecimento de macrociclos mais complexos e a necessidade de ter todas as 
posições numeradas para facilitar a caracterização estrutural, o sistema de nomenclatura 
evoluiu tendo a União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC) proposto que os 
átomos de carbono sejam numerados de 1 a 20. Ainda segundo a proposta da IUPAC, os 
átomos de nitrogénio encontram-se nas posições 21 a 24, sendo que os átomos de 
nitrogénio onde os hidrogénios se ligam ocupam as posições 21 e 23 (Figura 1.6).
39
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Figura 1.6. Representação da nomenclatura de porfirinas segundo os sistemas propostos por Hans 
Fischer e pela IUPAC. 
 
Os derivados porfirínicos possuem uma posição bem estabelecida numa extensa gama 
de aplicações, tais como em catálise,
40
 como sensores ópticos,
41,42
 dispositivos 
eletrónicos,
43
 sistemas supramoleculares,
44–46
 células fotovoltaicas,
46,47
 conversão de 
energia
48,49
 e em medicina.
50
 Assim, muitos estudos têm-se centrado no desenvolvimento 
de novos compostos com características físico-químicas adequadas para tais aplicações.
30
 
Mais recentemente, as porfirinas que se encontram covalentemente ligadas a outras 
unidades biologicamente ativas têm vindo a exibir um papel cada vez mais importante no 
desenvolvimento de novos derivados para serem utilizados em áreas como a medicina.
12
 
 
Estes pigmentos tetrapirrólicos podem ser obtidos por síntese no laboratório ou 
extraídos de fontes naturais para posterior funcionalização.
36
 Uma fonte importante deste 
tipo de macrociclos são os pigmentos fotossintéticos que estão presentes em todos os tipos 
de plantas, algas e algumas bactérias, e são descritos como bons PSs, antioxidantes e como 
agentes terapêuticos no combate de diversas doenças. Dos vários tipos de clorofilas 
destaca-se a clorofila a (Figura 1.5), precursora de alguns PSs em terapia fotodinâmica 
(PDT), como é o caso da clorina e6 (chl e6) e da feoforbida a e seus derivados (Figura 
1.5).
51,52
 É de mencionar que a clorofila a foi utilizada para preparar os novos PSs descritos 
neste trabalho. 
 
Considerando as propriedades biológicas de uracilos e porfirinas, a construção de 
sistemas porfirínicos com unidades de uracilo tem suscitado o particular interesse da 
comunidade científica na última década.
30–33
 A maioria destes derivados foram sintetizados 
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recorrendo à condensação de pirróis (ou pirróis adequadamente substituídos) e aldeídos.
53
 
Drain e os seus colaboradores
31
 projetaram e sintetizaram tetrâmeros supramoleculares de 
meso-uracil-porfirinas que se ligam entre si através de pontes de hidrogénio 
complementares (Figura 1.7a). 
 
 
Figura 1.7. Representação de (a) um tetrâmero supramolecular de meso-uracil-porfirinas,31 (b) um 
derivado porfirínico substituído diretamente em duas posições meso por unidades 6-metil-uracilo32 e (c) um 
derivado porfirínico contendo duas unidades de 1-carboximetil-5-fluorouracilo ligadas por ligação amida a 
grupos fenilos em posição meso.33  
 
Takeoka e os seus colaboradores
32
 sintetizaram um derivado porfirínico contendo duas 
unidades 6-metil-uracilo ligadas diretamente em duas das posições meso (5,15), sendo que 
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dependendo da adição de um derivado de melanina, os atropisómeros obtidos organizam-se 
supramolecularmente de formas distintas (Figura 1.7b). A síntese de meso-uracil-porfirinas 
com propriedades e atividade fotodinâmica interessantes foram ainda descritas por 
Jingchao e seus colaboradores.
33
 Neste estudo foram sintetizadas diversas porfirinas 
contendo L-fenilalanina e/ou 1-carboxilmetil-5-fluorouracilo como substituintes funcionais, 
e os correspondentes complexos de cobalto(II) e manganês(II). Após avaliação da 
fototoxicidade in vitro destas porfirinas funcionalizadas contra a linha celular Ec9706 do 
cancro do esófago humano, os resultados sugeriram que a fototoxicidade da porfirina 
melhorava notavelmente pela introdução de uma ou duas unidades de uracilo 
comparativamente ao precursor. Na Figura 1.7c, encontra-se representado um desses 
derivados porfirínicos contendo duas unidades de 1-carboxilmetil-5-fluorouracilo e que 
evidenciou neste estudo e para esta linha tumoral ser um dos mais fototóxico. 
 
Sistemas porfirínicos contendo uracilos fundidos constituíram também uma abordagem 
para obter novos compostos com propriedades fotofísicas e fotobiológicas promissoras.
54
 
As metodologias sintéticas para obter estes compostos podem envolver a funcionalização 
direta do núcleo porfirínico. No entanto, esta estratégia tem como principal desvantagem o 
facto das posições β-pirrólicas apresentarem diferentes reatividades, o que limita o grau de 
derivatização. Para tentar ultrapassar este inconveniente, a funcionalização prévia do pirrol 
seguida de tetramerização, pode constituir uma via para obtenção destes derivados. Assim, 
Carvalho et al.
30
 sintetizaram conjugados uracilo-porfirina β-fundidos por tetramerização 
de uracil-pirróis (Figura 1.8). Os derivados porfirínicos sintetizados demonstraram ser 
emissivos e bons geradores de oxigénio singleto, características fundamentais para 
poderem ser considerados PSs em PDT e para fotodiagnóstico. 
 
 
Figura 1.8. Representação de um conjugado uracil-porfirina β-fundido.30 
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1.3. Hidratos de carbono e seus conjugados com derivados de uracilo 
Os hidratos de carbono são dos compostos orgânicos mais abundantes na natureza e têm 
um papel importante no armazenamento de energia química.
55
 A maioria dos açúcares com 
importância no metabolismo celular satisfazem a fórmula geral (CH2O)n, com valores de n 
entre 3 e 7. Estruturalmente, devido ao elevado número de grupos hidroxilo presentes, os 
monossacarídeos tendem a ser altamente solúveis em água.
55
 
Os hidratos de carbono surgem também na natureza como fazendo parte da estrutura de 
nucleosídeos e nucleótidos que são compostos endógenos que estão envolvidos em 
diversos processos celulares, tais como, síntese de DNA e RNA, sinalização celular, 
regulação e metabolismo de enzimas.
56
 Estes compostos, são incorporados nos ácidos 
nucleicos e são substratos de enzimas envolvidas em processos fisiológicos como seja a 
síntese de ácidos nucleicos e divisão celular. Pequenas modificações na estrutura destes 
nucleosídeos leva-os, quando administrados, a competir como os nucleosídeos endógenos 
induzindo, depois de incorporados, a inibição do crescimento celular, comprometendo 
processos de replicação, transcrição e tradução, apresentando por isso na maioria dos casos 
efeitos antivirais e antitumorais.
56
 Não é de estranhar pois que se encontrem na literatura, 
alguns estudos que descrevem a síntese de derivados contendo unidades uracilo conjugadas 
a unidades de açúcar. 
Em 1986, foi descrita por Gonzalez et al.
34
 a síntese de uracilos conjugados com 
unidades de açúcar, através de uma reação de Knoevenagel. Este estudo envolveu a reação 
de várias aldopentoses (D-xilose, D-ribose, D-arabinose) e aldo-hexoses (D-glucose, D-
galactose, D-manose) com ácidos barbitúricos, obtendo-se os produtos finais com 
rendimentos entre 75-93%; no Esquema 1.3 encontra-se o esquema reacional envolvido na 
síntese do derivado de xilose. Estes derivados foram posteriormente utilizados por Pałasz 
et al.
57
 para preparar heterodienos cuja reatividade foi testada na presença de dienófilos 
enol-éter. Uma abordagem análoga foi utilizada neste trabalho e por isso será discutida 
mais à frente no ponto 2.3.  
 
 
Esquema 1.3. Reação do ácido 1,3-dimetilbarbitúrico com a D-xilose.34 
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Abdel-Aal
35
 sintetizou uracilos substituídos nas posições C-5 e C-6 com resíduos 
benzílicos (C6H5CH2-) assim como os correspondentes derivados N- e S-glicosídeos e 
testou a atividade antiviral contra o vírus da hepatite B (Figura 1.9). Estes novos derivados 
demonstraram moderada a elevada atividade antiviral, sendo que os derivados com os 
grupos hidroxilo desprotegidos apresentavam atividade antiviral mais elevada que os 
análogos com os grupos hidroxilo acetilados. 
 
 
Figura 1.9. Representação da estrutura de uracilos substituídos com N- e S-glicosídeos.35 
 
1.4. Terapia Fotodinâmica 
1.4.1. Breve perspetiva histórica 
As civilizações antigas adquiriram o conhecimento, acumulado ao longo de centenas de 
anos, que poderiam combinar extratos de diferentes plantas com a luz do sol para tratar 
várias doenças da pele, no entanto foi apenas no último século que a ação fotodinâmica 
sofreu o maior desenvolvimento nomeadamente no tratamento de tumores. Os marcos mais 
importantes no desenvolvimento da terapia fotodinâmica para tratamento de cancro 
encontram-se representados na Figura 1.10. 
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Figura 1.10. Cronograma de alguns marcos históricos no desenvolvimento da Terapia Fotodinâmica. 
(adaptado de 58–61) 
 
Em 1901, Niels Ryberg Finsen
62
 um prestigiado médico dinamarquês verificou que era 
possível tratar o lúpus vulgaris com recurso a luz, introduzindo a fototerapia como 
modalidade terapêutica. A perceção de que a combinação de corantes não-tóxicos e luz 
visível poderia matar microrganismos tinha sido feita pouco antes por Oscar Raab,
63
 
através da descoberta de que a combinação do corante de acridina com luz era letal para 
uma espécie de Paramecium. No entanto, o primeiro relato de fotossensibilidade cutânea 
em humanos foi descrito por Prime em 1900, no qual é referido que a administração 
sistémica de eosina por via oral para o tratamento da epilepsia induzia dermatite em áreas 
da pele expostas ao sol.
64
 Em 1903, von Tappeiner e Jesionek descrevem a primeira 
aplicação oncológica, por combinação de eosina aplicada topicamente e luz branca para o 
tratamento de tumores da pele.
65
 Em 1904, o mesmo von Tappeiner e Jodlbauer
66
 
demonstraram que a presença de oxigénio molecular era fundamental para que as reações 
de fotossensibilização ocorressem tendo introduzido em 1907 o termo “efeito 
fotodinâmico” para descrever este processo.67 O primeiro caso reportado de um humano 
submetido a fotossensibilização por porfirinas ocorreu durante a auto-experimentação 
realizada por Meyer-Betz em 1913, após se ter injetado com 200 mg de Hematoporfirina 
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(HP), tendo verificado que sofreu queimaduras severas nas áreas expostas à luz.
68
 Em 
1942, Auler e Banzer descreveram a localização e fluorescência aumentada em tumores 
malignos após a administração de porfirinas exógenas. Estas descobertas impulsionaram 
Figge e Weiland para novas investigações que se traduziu mais tarde na verificação da 
acumulação seletiva de porfirinas em tumores in vivo.
69
 Após quase uma década, Schwartz 
et al.
70
 demonstraram que a preparação da hematoporfirina usada nos estudos anteriores 
era na verdade uma mistura complexa constituída por diversos derivados porfirínicos. A 
utilização de uma formulação de hematoporfirina mais pura permitiu verificar que esta 
última apresenta menor afinidade para o tecido tumoral, em relação à mistura inicial. 
Assim, na continuação das suas experiências e na tentativa de encontrar uma formulação 
capaz de ser administrada em meio fisiológico, submeteram a HP a tratamento acídico e 
posterior neutralização a que denominaram de derivado de hematoporfirina (HpD). Em 
1960, Lipson demonstrou que a HpD apresentava melhor efeito fotodinâmico do que a 
HP.
71
 Em 1975, Dougherty et al.,
72
 reportaram o primeiro caso bem-sucedido de cura de 
tumor mamário após a administração de HpD e sua ativação com luz vermelha. Estas 
descobertas encorajaram os primeiros ensaios clínicos com HpD para tratar pacientes com 
cancro da bexiga e tumores da pele.
73,74
 A primeira aprovação da PDT aconteceu em 1993 
no Canadá usando o Photofrin
®
 (uma versão parcialmente purificada de HpD) como 
tratamento para o cancro da bexiga, sucedendo-se a sua aprovação em 1995 nos Estados 
Unidos da América como tratamento paliativo para pacientes com cancro obstrutivo do 
esófago.
58
 Ao longo dos últimos anos foram sido desenvolvidos outros 
fotossensibilizadores para aplicação em PDT, dado que o Photofrin não é isento de efeitos 
adversos e algumas limitações. 
 
1.4.2. Conceito e mecanismo da Terapia Fotodinâmica 
A terapia fotodinâmica tem-se destacado como uma das mais importantes técnicas 
médico-terapêuticas, minimamente invasivas, utilizadas no tratamento de doenças 
neoplásicas, na degeneração macular da retina, psoríase, arteriosclerose, e como 
abordagem antimicrobiana (inativação de vírus, bactérias e fungos) para além de 
aplicações odontológicas e dermatológicas.
75,76
 Como já foi referido a terapia fotodinâmica 
envolve o uso de luz visível, oxigénio e a administração de um corante não tóxico, 
conhecido como fotossensibilizador, capaz de absorver e transferir energia absorvida da 
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luz incidente para o oxigénio molecular, 
3
O2, conduzindo à formação de espécies reativas 
de oxigénio citotóxicas (ROS), tais como o oxigénio singleto, 
1
O2, peróxido de hidrogénio, 
H2O2, e radicais livres, capaz de provocar danos significativos que conduzem à morte 
celular e destruição dos tecidos alvo (Figura 1.11).
77,78
 
 
 
Figura 1.11. Representação esquemática do diagrama de Jablonski modificado. 
 
Existem dois mecanismos pelos quais as espécies reativas de oxigénio (ROS) podem ser 
geradas, denominados por mecanismo do tipo I e tipo II, que requerem a presença de O2.
77
 
Este processo inicia-se com o PS no estado fundamental (S0), na presença de luz (hv), que 
absorve um fotão, passando de um estado fundamental singleto (S0) para um estado 
excitado singleto (Sn). Contudo, por conversão interna a molécula é conduzida ao estado 
energético de energia mais baixa e neste estado excitado singleto (S1), o PS pode perder 
energia, retornando ao estado S0 por via radiativa por emissão de fluorescência (F), ou 
consegue passar para um estado tripleto (T1) através de um processo de cruzamento de 
intersistemas (ISC). O PS no estado T1 pode regressar ao estado fundamental por emissão 
de fosforescência (P), uma transição proibida, ou pelos dois mecanismos referidos: i) 
transferir a sua energia para o oxigénio molecular (
3
O2), transformando-o em oxigénio 
singleto, 
1
O2 (mecanismo tipo II) (Esquema 1.3a), ou ii) ceder ou aceitar eletrões de outra 
19 
 
molécula, formando iões radicais que podem reagir com o oxigénio molecular, dando 
origem a diversos ROS (mecanismo tipo I) (Esquema 1.3b). Estas espécies altamente 
citotóxicas (ROS) podem causar danos irreversíveis nos componentes celulares, uma vez 
que são espécies altamente reativas e capazes de reagir com diversas biomoléculas, tais 
como lípidos, colesterol e aminoácidos, modificando-as e consequentemente modificando 
a sua função, conduzindo à morte das células alvo.
79
 
 
 
Esquema 1.3. Representação das reações envolvidas (a) no mecanismo do tipo II, e (b) no mecanismo do 
tipo I. 
 
1.4.3. Inativação Fotodinâmica de microrganismos e mecanismos de inativação 
bacteriana 
Durante muitos anos a PDT foi estudada como uma terapia antitumoral, no entanto a 
partir da década de 90 percebeu-se que a ação fotodinâmica poderia ter um poderoso efeito 
antimicrobiano se o PS fosse projetado para se ligar seletivamente a células microbianas, 
sem se ligar às células hospedeiras de mamíferos.
80
 A inativação fotodinâmica de 
microrganismos (PDI) consiste na inativação de microrganismos patogénicos, tais como 
bactérias, vírus, fungos e parasitas.
81
 As infeções em queimaduras ou tecido com lesão 
padecem de um comprometimento no fornecimento de sangue, sendo que os antibióticos 
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administrados por via sistémica não conseguem atingir o local da infeção em 
concentrações terapêuticas.
80
 Assim, uma das vantagens da PDI é que o PS pode ser 
aplicado topicamente ou localmente na área infetada. Adicionalmente, a morte de células 
microbianas sob ação fotodinâmica é bastante rápida, enquanto a ação de antibióticos pode 
levar horas ou dias. 
O aumento do número de estirpes bacterianas resistentes a antibióticos tem 
impulsionado a procura de novas terapêuticas antibacterianas o que tem facilitado o 
desenvolvimento da PDI já que até ao momento, os estudos realizados parecem evidenciar 
que as bactérias não mostram desenvolver resistência a esta abordagem.
80,81
 Nos anos 90, 
verificou-se que as bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo apresentam 
suscetibilidades diferentes à PDI e que é dependente dos PSs utilizados.
81,82
 Foi observado 
que os PSs neutros, aniónicos e catiónicos tinham a capacidade de inativar eficientemente 
bactérias de Gram-positivo, mas que apenas os PSs catiónicos têm a capacidade de inativar 
bactérias de Gram-negativo ou os demais quando aplicadas estratégias que permitam 
aumentar a permeabilidade da parede celular deste tipo de bactérias. De facto, a elevada 
suscetibilidade de bactérias de Gram-positivo é explicada pela sua fisiologia (Figura 
1.12a), pois a sua membrana citoplasmática, com 15 a 80 nm de espessura, é cercada por 
uma camada relativamente porosa de peptidoglicano intimamente associada com ácidos 
lipoteicóicos e teicóicos negativamente carregados, que permite que o PS possa atravessar 
esta membrana (Figura 1.13).
81,83,84
 As macromoléculas com peso molecular de 30.000 a 
60.000 Da (glicopéptidos, polissacarídeos) conseguem difundir rapidamente na membrana 
plasmática interna, desta forma, possibilita também a passagem da maioria dos PSs mais 
utilizados, como as porfirinas, cujo peso molecular geralmente não ultrapassa os 1.500 a 
1.800 Da.
83,84
 Por outro lado, as bactérias de Gram-negativo têm adicionalmente uma 
membrana externa, de 10 a 15 nm de espessura, muito bem organizada na parede celular, 
que mostra uma estrutura lipídica assimétrica constituída por lipopolissacarídeos (LPS) 
negativamente carregados, polissacarídeos, lipoproteínas e proteínas com função de 
transporte (Figura 1.12b).  
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Figura 1.12. Representação da estrutura membranar de bactérias de Gram-positivo (a) e de Gram-
negativo (b). (adaptado de 81) 
 
A membrana interna e a externa são separadas pelo periplasma contendo 
peptidoglicano.
81
 Assim, a membrana externa forma uma forte barreira de permeabilidade 
entre a célula e o seu ambiente, que deixa estas células menos suscetíveis à PDI, limitando 
a ligação e penetração de alguns PSs, sendo que apenas moléculas relativamente 
hidrofílicas com peso molecular entre 600 a 700 Da conseguem difundir através dos canais 
de porinas (Figura 1.13).
83–85
 
 
Figura 1.13. Localização intracelular do PS em bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo. 
(adaptado de 85) 
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Na literatura encontra-se descrito que os PSs com carga positiva se ligam aos resíduos 
carregados negativamente na membrana externa das células microbianas.
85
 Nas bactérias 
de Gram-negativo, as cargas negativas estão localizadas no LPS que constituem a principal 
barreira estrutural da membrana externa. Ao ligar-se às células bacterianas, o PS vai 
permitir o deslocamento dos catiões divalentes que mantêm a estrutura do LPS. Uma vez 
que a molécula de PS é maior que os iões de Ca
2+
 e Mg
2+
, e a estrutura do LPS vai ser 
interrompida, mais PS se vai ligar à membrana e consequentemente penetrá-la. As 
bactérias de Gram-negativo são assim menos suscetíveis a PSs carregados negativamente 
ou neutros, tendo a membrana externa um papel na interceção das ROS geradas pela PDI.
83
 
Existem estudos que reportam que para a inativação de bactérias de Gram-negativo ocorra, 
o PS não tem de penetrar a bactéria para ser eficaz, ou até entrar em contacto com as 
células bacterianas.
81
 Se o oxigénio singleto for gerado em quantidades suficientes perto da 
membrana externa da bactéria, este será capaz de difundir-se na célula e infligir dano nas 
estruturas vitais. Algumas das abordagens que têm sido estudadas para ultrapassar a menor 
suscetibilidade de bactérias de Gram-negativo à inativação, passam pelo uso de um 
nanopéptido de polimixina B, como o estudo reportado por Nitzan et al.,
86
 que aumenta a 
permeabilidade da membrana externa da bactéria de Gram-negativo, permitindo ao PS 
penetrar para um local onde os ROS formados, após irradiação, possam causar dano. Outra 
abordagem consiste em usar um PS como uma ou mais cargas positivas intrínsecas, 
normalmente fornecidas por átomos de nitrogénio quaternários.
82
 Os corantes de 
fenotiazínico, tais como o azul de toluidina, azul-de-metileno e corante azure, foram já 
utilizados na inativação de bactérias de Gram-negativo e de Gram-positivo. 
Além das dificuldades que advêm do facto de alguns PSs não serem eficientes em 
bactérias de Gram-negativo, surgem outras questões quando se passa de um ensaio in vitro, 
para um ensaio de PDI em material biológico. É necessário demonstrar que o PS através da 
PDI é capaz de inativar eficazmente microrganismos no tipo de ambiente em que as 
infeções são encontradas, ou seja, em torno de proteínas, células, sangue e tecido.
82
 Sabe-
se que a PDI antibacteriana é consideravelmente mais eficiente quando as bactérias são 
incubadas com o PS em soluções de tampão salino (PBS) ou meio com baixa concentração 
de proteínas, ao passo que um meio rico em proteína ou com adição de albumina do soro 
bovino reduz a eficiência da PDI. Assim, é necessário ter em consideração que os ensaios 
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possam ser realizados, in vitro, mas usando material biológico, ou tecido ex vivo para 
mimetizar o ambiente clinico. 
Os mecanismos propostos para inativação de bactérias pela PDI são ao nível do dano no 
DNA e dano na membrana citoplasmática, levando a perda do conteúdo celular ou 
inativação de sistemas de transporte de membrana e inativação de enzimas.
81
 O tratamento 
de bactérias com vários PSs e luz leva a dano no DNA, sendo os resíduos de guanina os 
mais facilmente oxidados. Na literatura são reportadas quebras no DNA de cadeia dupla e 
no DNA de cadeia simples, e desaparecimento da fração do plasmídeo superenrolado tanto 
em bactérias de Gram-positivo como em bactérias de Gram-negativo após tratamento de 
PDI com diferentes tipos estruturais de PS. Além disso, foi verificado que os PSs que 
intercalam facilmente com DNA de cadeia dupla podem causar danos mais facilmente. 
Porém, embora se verifique dano no DNA, este pode não ser a principal causa de morte 
celular bacteriana. Isto deve-se ao facto, da bactéria Deinococcus radiodurans, ser 
conhecida por ter um mecanismo de reparação de DNA muito eficiente, e, no entanto, ser 
facilmente inativada pela PDI.
81
 
 
A PDI tem sido aplicada em outras áreas, além da área clínica, nomeadamente na área 
ambiental.
83
 Existem alguns estudos que sugerem que a PDI com derivados porfirínicos 
usados como PSs, tem um grande potencial para aplicação ambiental, em particular na 
desinfeção de águas.
87,88
 No entanto, existem alguns aspetos a ter em consideração na PDI 
na área ambiental, que não se aplicam na PDI na área clínica, nomeadamente a remoção do 
PS após o tratamento fotodinâmico para evitar a libertação deste para a saída de água, a 
estabilidade do PS nas condições de luz que vão ser utilizadas, a avaliação do impacto 
desta metodologia para os organismos envolventes, bem como a toxicidade do PS nos 
organismos aquáticos e a possibilidade de usar luz solar natural como fonte de luz.
83
  
 
1.4.4. Terapia Fotodinâmica do cancro e mecanismos envolvidos na morte celular 
Segundo a Organização Mundial de Saúde o cancro é definido como o crescimento e 
propagação descontrolada das células. Pode afetar quase qualquer parte do corpo. O 
crescimento frequentemente invade o tecido circundante e pode metastatizar para locais 
mais distantes. Muitos cancros podem ser prevenidos evitando a exposição a fatores de 
risco comuns, como o fumo do tabaco. Além disso, uma proporção significativa dos 
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cancros pode ser curada, por cirurgia, radioterapia ou quimioterapia, especialmente se 
forem detetados precocemente.
89
 Contudo, os tratamentos preconizados são bastantes 
agressivos, estando frequentemente associados com elevados índices de morbilidade e 
podem ser por vezes ineficazes.
90
 Assim, há a necessidade de procurar novas alternativas 
que proporcionem de preferência melhores resultados clínicos minimizando os efeitos 
secundários nos pacientes. 
A PDT tem sido usada como já foi referido anteriormente no tratamento de tumores, 
sendo esta abordagem baseada na administração tópica na pele, ou sistémica por injeção 
intravenosa, seguido de um período que permita a acumulação seletiva e/ou retenção do 
agente PS no tecido tumoral e culminando com a irradiação da área a tratar com luz visível 
de comprimento de onda que corresponda de preferência a um máximo de absorção do PS 
(Figura 1.14). 
59,61,76
  
 
 
Figura 1.14. Representação do processo de PDT tumoral in vivo. (adaptado de 60) 
 
Muitas hipóteses têm sido propostas para explicar a particular retenção dos PSs pelos 
tumores. Vários estudos descrevem que os PSs hidrofílicos são transportados por 
albuminas e globulinas e acumulados no estroma vascular dos tumores, induzindo dano na 
vasculatura do tumor e bloqueando o fornecimento de oxigénio molecular e nutrientes 
essenciais, comprometendo desta forma a viabilidade das células tumorais.
91,92
 Já os PSs 
hidrofóbicos são transportados em associação com lipoproteínas de baixa densidade 
(LDL), sendo direcionados e acumulados preferencialmente no tecido tumoral.
92
  
A morte celular observada após tratamentos de PDT pode seguir três vias: apoptose, 
necrose e morte celular autofágica (Figura 1.15).
59
 Quando os PSs se localizam nas 
mitocôndrias, a permeabilização da membrana externa das mitocôndrias após a lesão 
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fotodinâmica é controlada por membros da família Bcl-2.
76
 Deste modo ocorre uma 
translocação de um conjunto de proteínas para o citoplasma.
58
 Estas proteínas incluem o 
citocromo c (Cyt c), o segundo ativador mitocondrial de caspases (SMAC), e o fator 
indutor de apoptose (AIF). O citocromo c pode combinar com proteínas citoplasmáticas, 
formando um complexo, que leva à ativação da caspase-9 e caspase-3. A caspase-3 
assegura os passos finais da apoptose, provocando a condensação nuclear da cromatina e a 
fragmentação do DNA. Alguns PSs também têm como alvo o retículo endoplasmático 
(ER), danificando a bomba de cálcio o que provoca um efluxo do cálcio armazenado para o 
citosol, e subsequentemente mitocôndria. Se os PSs se localizarem nos lisossomas, a foto-
ativação provoca dano na membrana lisossomal, levando à libertação de catepsinas e 
outras hidrólases que podem ativar mediadores de apoptose como a Bid, que por sua vez 
promove a apoptose mitocondrial.
58
 Sabe-se, no entanto que os agentes terapêuticos que 
interferem com a função mitocondrial tendem a ser mais eficazes na morte de células 
cancerígenas do que aqueles que não afetam a mitocôndria. A fototoxicidade não é 
propagada apenas através da sinalização de caspases, mas envolve outras proteases, como 
as calpaínas, assim como vias não apoptóticas.
76
 A inibição ou deficiência genética de 
caspases apenas retarda a fototoxicidade ou desvia a modalidade de morte celular para 
morte celular necrótica.
59
 
Os mecanismos moleculares subjacentes à necrose programada não são ainda 
totalmente elucidativos, mas a ativação do recetor de interação da proteína cinase 1, a 
produção excessiva de ROS mitocondriais, o dano nos lisossomas e o excesso de Ca
2+
 
intracelular, estão normalmente envolvidos.
93,94
 O fotodano da membrana interna da 
mitocôndria e excesso de Ca
2+
 intracelular pode promover a transição da permeabilidade 
mitocondrial (MPT), o que pode favorecer a fototoxicidade necrótica.
76
 
 O fotodano das células pode também levar à estimulação de autofagia.
95
 Esta é uma via 
lisossomal para a degradação e reciclagem de proteínas e organelos, para promover a 
sobrevivência celular.
58,96
 A autofagia pode ser estimulada por diversos sinais de stress, 
incluindo o stress oxidativo, sendo que este processo pode ter tanto um papel citoprotetor 
como indutor de morte. Os estudos referem que a autofagia pode ter um mecanismo para 
preservar a viabilidade celular após a lesão fotodinâmica, quando em baixas doses de 
PDT.
58,95,97
 Enquanto a sobre-expressão da Bcl-2 protege as células da apoptose induzida 
pela PDT, esta não protege as células da morte celular não apoptótica seguida de PDT.
58
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Esta observação é consistente com a noção de que o papel da Bcl-2 está limitado à 
regulação da permeabilização da membrana externa das mitocôndrias e à libertação do 
citocromo c. A acumulação dos componentes citoplasmáticos danificados pelos ROS pode 
deste modo potenciar a fototoxicidade em células competentes para a apoptose.
95,97
 
Contudo, a interação entre apoptose, necrose e autofagia necessita ainda de um maior 
aprofundamento de forma a compreender melhor a resposta tumoral, e assim desenvolver 
melhores estratégias terapêuticas na PDT.
59
 
 
 
Figura 1.15. Vias de morte celular induzidas pela terapia fotodinâmica: apoptose, necrose e morte celular 
autofágica (adaptado de 
58
). 
 
1.4.5. Os fotossensibilizadores na Terapia Fotodinâmica 
Os fotossensibilizadores são um dos elementos chave na PDT. A estrutura do PS ideal é 
muito diferente entre agentes antitumorais e agentes antimicrobianos.
98
 Os PSs 
antitumorais tendem a ser lipofílicos com pouca ou nenhuma carga, enquanto os PSs 
antimicrobianos devem ser preferencialmente catiónicos, devendo ter o número de cargas 
adequado para fotoinativar bactérias quer de Gram-positivo quer de Gram-negativo.
99,100
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As células microbianas têm em geral uma carga negativa mais pronunciada quando 
comparada com as células dos mamíferos. Assim, os PSs catiónicos ligam-se 
seletivamente, além de que a ligação do PS às células microbianas é relativamente rápida, 
enquanto o uptake do PS catiónico pelas células de mamíferos é lento, uma vez que o 
mecanismo envolvido no uptake é a endocitose em vez da difusão através da membrana 
plasmática.
80,82,85
 
Uma grande parte dos PSs usados na abordagem fotodinâmica derivam de macrociclos 
tetrapirrólicos, sendo que os investigadores foram capazes de desenvolver uma variedade 
de análogos sintéticos, como meso-tetraarilporfirinas, ftalocianinas, texafirinas, porficenos 
e safirinas, com características adequadas para serem usadas como PSs.
101
  
Um PS para ser considerado bom, tem de obedecer a alguns critérios que dependem da 
utilização fotodinâmica a que se destinam, tais como: 
i) ter um elevado rendimento de oxigénio singleto, uma vez que este é o responsável 
pela maioria das lesões geradas durante a abordagem fotodinâmica; 
ii) deve ter um elevado coeficiente de absorção molar entre 650 a 800 nm quando 
aplicado na clínica, uma vez que a absorção de fotões de comprimento de onda superiores 
a 800 nm não fornecem energia suficiente para excitar o oxigénio ao seu estado singleto 
mas se inferiores a 600 nm não são capazes de penetrar eficientemente nos tecidos;  
iii) não deve ser tóxico na ausência de luz, nem provocar fotossensibilidade cutânea; 
iv) deve-se acumular seletivamente no tecido tumoral ou sofrer um rápido uptake pelas 
células microbianas; 
v) preferencialmente o PS deve ser anfifílico de forma a facilitar a penetração nas 
membranas ou a interação com a célula microbiana; 
vi) a síntese deve ser preferencialmente simples e apresentar bom rendimento; 
vii) ser estável o suficiente para que o processo fotodinâmico ocorra e de composição 
constante; 
viii) e sobretudo, deve provocar necrose dos tecidos neoplásicos e a destruição da célula 
microbiana.
58,59
 
Os PSs mais utilizados em estudos clínicos de PDT são os derivados de 
hematoporfirina, que são derivados hidroxilados da protoporfirina-IX, considerados PSs de 
primeira geração, entre eles destacam-se Photofrin
®
, Photosan
®
 e Photogem
®
, que diferem 
no facto da sua formulação ocorrer no Canadá, Alemanha e Rússia, respetivamente.
102,103
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Estas formulações consistem numa mistura complexa constituída por monómeros, dímeros 
e oligómeros com até oito unidades porfirínicas unidas por ligações de tipo carbono-
carbono, éter ou éster.
102
 Apesar de ser eficiente em quase todo o tipo de tumores, este PS 
apresenta algumas limitações, nomeadamente, uma elevada retenção cutânea, resultando 
em fotossensibilização cutânea e um coeficiente de absorção molar com máximo de 
absorção entre 620 e 630 nm, que implica uma baixa penetração de luz nos tecidos. Além 
disso, o facto de se apresentar como uma mistura complexa de vários constituintes que 
formam agregados, resulta numa eficácia variável de lote para lote. 
Os estudos mais recentes têm-se focado no desenvolvimento de PSs puros com melhor 
eficiência fotodinâmica designados de PSs de segunda geração.
102,103
 Estes são compostos 
quimicamente puros, que absorvem a comprimentos de onda superiores a 650 nm, e que 
possuem uma forte banda de absorção na zona do vermelho do espetro do visível. Os 
fotossensibilizadores de segunda geração apresentam propriedades fotofísicas desejáveis e 
pertencem a diferentes classes como: benzoporfirinas (λmáx  690 nm), clorinas e 
bacterioclorinas (660  λmáx  730 nm), e ftalocianinas e naftalocianinas (670  λmáx  820 
nm).
104
 Estes PSs de segunda geração conseguem acumular-se rapidamente nas células 
neoplásicas, no entanto, a seletividade para os tecidos neoplásicos continua a ser pouco 
significativa.
105
 
Visando a melhoria da seletividade para os tecidos neoplásicos, os PSs de segunda 
geração podem ser ainda conjugados com biomoléculas, como sejam anticorpos 
monoclonais e lipossomas, dando origem aos chamados PSs de terceira geração.
105
 Como 
as células tumorais têm antigénios na sua superfície, quando um anticorpo monoclonal está 
ligado ao PS, vai ligar-se especificamente ao tecido tumoral e desta forma aumenta-se a 
seletividade para estas células, provocando fotodano seletivo sem afetar as células 
saudáveis.
105
 
 
1.4.6. O papel dos hidratos de carbono na Terapia Fotodinâmica 
Como referido anteriormente, alguns PSs têm baixa seletividade para o tecido tumoral, 
o que provoca efeitos fototóxicos indesejáveis. De forma a obter a máxima acumulação do 
PS nas células cancerígenas, os PSs têm vindo a ser conjugados com biomoléculas 
apropriadas, como açúcares,
13
 albuminas do soro,
106
 lipoproteínas de baixa densidade
107
 e 
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com o fator de crescimento da epiderme,
108
 permitindo desta forma reconhecer algumas 
das características estruturais sobre-expressas em células cancerígenas.
98
 
No passado, considerava-se o uso dos hidratos de carbono pelo organismo 
exclusivamente para armazenamento de energia, e como componentes esqueléticos.
109
 No 
entanto, em 1963, foi isolada uma proteína a partir de Canavalia ensiformis que 
demonstrou aptidão para se ligar a hidratos de carbono nos eritrócitos e quase duas décadas 
mais tarde foi identificada a primeira proteína animal de ligação a hidratos de carbono.
109
 
As proteínas de ligação a hidratos de carbono são denominadas de lectinas. As lectinas 
estão presentes na superfície das membranas celulares e matriz celular, em diferentes 
densidades, podendo-se ligar a hidratos de carbono fixados a glicoproteínas e 
glicolípidos.
109,110
 As galectinas são uma família de lectinas animais, que se ligam a β-
galactosídeos.
111
 Estas têm sido associadas a diversas funções essenciais incluindo 
desenvolvimento, diferenciação, adesão célula-célula, interação célula-matriz, regulação 
do crescimento, apoptose, splicing do RNA e metástases tumorais, além de serem 
conhecidas pela sua sobre-expressão em certos modelos tumorais.
112,113
 No exterior da 
célula, as galectinas ligam-se à superfície celular e aos glicanos da matriz extracelular, 
afetando uma série de processos celulares. Algumas galectinas têm uma ampla distribuição 
nos tecidos, enquanto outras têm uma elevada especificidade.
114
 A expressão das galectinas 
é modulada durante a diferenciação das células e durante o desenvolvimento de tecidos e 
organismos, e é alterada sob várias condições patológicas e fisiológicas, estando a 
expressão alterada em células tumorais. 
As galectinas têm domínios conservados de reconhecimento de hidratos de carbono 
(CRDs) de cerca de 130 aminoácidos que são responsáveis pela ligação de cada galectina 
aos hidratos de carbono. Estas podem ser divididas em três famílias principais, as 
galectinas fototípicas que têm um CRD (galectina-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 e -15); as 
galectinas do tipo repetições em tandem que contêm dois CRDs homólogos numa única 
cadeia polipeptídea, separada por um ligante de até 70 aminoácidos (galectina-4, -6, -8, -9 
e -12); e a galectina-3 que contém uma região N-terminal não lectina conectada a um CRD 
(Figura 1.16).  
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Figura 1.16. Representação das três famílias de galectinas e a formação das lattices de galectina-glicano. 
(adaptado de 111) 
 
A expressão da galectina-1 e galectina-3 está evidenciada em diversos tumores, 
incluindo, tumor da bexiga e ovários, melanomas, astrocitomas e osteossarcoma, e também 
cancro da próstata.
115–119
 A galectina-3 é de entre todos os membros da família de galectina 
a mais estudada.
113
 Esta é expressa amplamente e regula o crescimento celular, a adesão, 
diferenciação e morte celular.
111,113
 A expressão da galectina-3 está associada com a 
invasão do tumor e potencial metastático no cancro da cabeça e pescoço, tiróide, gástrico, 
cérebro, entre outros. A galectina-1 está envolvida no crescimento e progressão do tumor e 
metástases.
111,114
 
Uma vez que certos tumores expressam galectinas nas suas células, a conjugação de 
hidratos de carbono com os PSs pode trazer várias vantagens para além de conferir 
solubilidade. Como referido anteriormente, as galectinas têm CRDs que permitem uma 
ligação específica ao hidrato de carbono, assim poderá haver uma interação dos 
conjugados hidrato de carbono-PS com as células tumorais, sendo estes acumulados, 
levando a uma elevada concentração localizada do PS no tecido tumoral.
113,117,120,121
 Para 
além disso a presença do hidrato de carbono vai modificar a anfifilicidade do PS, uma 
característica importante para tornar um PS adequado para PDT, sendo que também 
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existem transportadores de açúcares específicos para diferentes monossacarídeos nas 
células tumorais.
113,122
  
 
1.5. Breve apresentação do trabalho desenvolvido 
Esta revisão permite concluir que a conjugação de uracilos a unidades de açúcar e a 
porfirinas e seus análogos poderá ter um impacto positivo na sua seletividade, solubilidade 
e propriedades fotossensibilizadoras tornando-os potenciais agentes terapêuticos para PDT 
de cancro ou na fotoinativação de microrganismos. 
Assim, no trabalho de dissertação propusemo-nos sintetizar e caracterizar novos 
materiais biologicamente promissores baseados em derivados de uracilo conjugados 
simultaneamente a hidratos de carbono e clorinas para posterior avaliação da sua atividade 
antitumoral. Uma vez que na literatura está descrito que estes derivados para além de 
atividade antitumoral, também podem apresentar outras atividades biológicas, os estudos 
anteriores serão complementados com estudos de atividade antibacteriana. No Esquema 
1.4 estão sumariados os passos chave do trabalho realizado e que será apresentado nos 
capítulos seguintes.  
 
 
 
Esquema 1.4. Apresentação dos passos chave do trabalho desenvolvido nos capítulos seguintes. 
 
 
 
 
 
Caracterização 
Fotofísica 
Avaliação 
biológica 
Inativação fotodinâmica antibacteriana 
(Staphylococcus aureus e Escherichia coli) 
Terapia fotodinâmica antitumoral 
(linhas celulares da próstata humana) 
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Capítulo II – Síntese e caracterização de novos derivados da clorofila a 
conjugados com diferentes unidades de uracil-alditóis  
34 
 
  
35 
 
2. Síntese e caracterização de novos derivados da clorofila a conjugados com 
diferentes unidades de uracil-alditóis  
2.1.  Contextualização 
Existem diversas fontes naturais que podem ser usadas para obter clorofilas, sendo o 
espinafre, a farinha de alfafa seca, e as algas azuis-verdes secas (ex. Spirulina) as fontes 
mais utilizadas para obtenção de clorofilas dado o seu elevado conteúdo neste tipo de 
pigmentos.
123
 Em plantas e algas, os pigmentos fotossintéticos encontram-se ligados a 
proteínas por ligações intermoleculares não covalentes, existindo vários métodos descritos 
na literatura que permitem a sua extração de forma eficiente.
123,124
 Estes métodos, em 
geral, requerem a extração dos pigmentos com um solvente orgânico ou com água em 
ebulição. No entanto, ainda não existe descrito nenhum método que utilize solvente 
orgânico ou mistura de solventes que permita extrair os pigmentos quantitativamente e sem 
causar a sua degradação ou alguma alteração química. 
Um dos solventes mais utilizado para extrações de clorofilas em pequena escala, 1 a 5 g 
de material de planta, tem sido a acetona; neste método o material é moído na presença do 
solvente para facilitar a separação das clorofilas do material proteico. Quando se utilizam 
quantidades maiores de planta, acima de 1 kg, um dos processos mais usados consiste em 
aquecer o material em água a ferver, seguido de filtração e extração com uma mistura de 
metanol e éter de petróleo; nestes casos o espinafre fresco tem sido a opção mais utilizada 
para obter misturas de clorofilas a e b.
123
 
Quando se pretende ter acesso preferencialmente à clorofila a, a melhor fonte são as 
cianobactérias Spirulina. As extrações em larga escala (entre 1 a 5 kg) são em geral 
realizadas recorrendo a acetona, depois de adicionar à Spirulina nitrogénio líquido; nestas 
condições a clorofila a pode ser isolada com rendimentos entre os 0,2 e 0,5%.
123
 
Para além da sua obtenção por processos de extração têm sido estudadas alternativas 
para obtenção de clorofilas, nomeadamente recorrendo à síntese completa da clorofila a e 
b.
123
 No entanto, esta opção mostra-se pouco viável considerando os múltiplos passos 
exigidos pelo processo sintético, acompanhados pelas considerações estereoquímicas e 
rendimentos baixos. 
 
Como já foi referido, os PSs baseados em macrociclos porfirínicos completamente 
oxidados apresentam algumas desvantagens, nomeadamente, baixa absorção na região do 
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vermelho, baixa solubilidade em meio fisiológico e baixa seletividade para com o tecido 
tumoral que muitas vezes se traduzem em fotossensibilidade cutânea.
13
 A baixa 
seletividade dos PSs para os tecidos tumorais tem, desta forma, conduzido a um 
desenvolvimento de estratégias para se conseguir melhorar a sua localização nos tumores e 
conferir-lhes solubilidade e consequentemente garantir uma elevada eficiência terapêutica. 
Uma das abordagens que tem sido explorada nas últimas duas décadas com bastante 
sucesso, como já foi referido no capítulo anterior consiste em conjugar os macrociclos 
porfirínicos com hidratos de carbono recorrendo a vários tipos de ligação (e.g. amida, 
éster, triazol, etc.).
15,125
 Um outro aspeto que tem levado a algum investimento por parte de 
alguns grupos de investigação tem sido em obter PSs conjugados a moléculas de açúcar 
mas com melhor absorção na janela terapêutica. De facto, nos últimos anos têm sido 
desenvolvidos métodos para obter novos derivados de tipo clorina, isobacterioclorina e 
bacterioclorina glicosilados, recorrendo a reações de Diels-Alder, cicloadições 1,3-dipolar, 
eletrociclizações e reações de ciclopropanação,
13
 encontrando-se na Tabela 2.1 sumariados 
alguns PSs de tipo clorina, isobacterioclorina e bacterioclorina de origem sintética ou 
obtidos a partir de fontes naturais, conjugados a unidades de açúcares preparados a partir 
destas abordagens sintéticas e os respetivos resultados da avaliação biológica.  
 
Tabela 2.1. Alguns exemplos de macrociclos glicosilados de tipo clorina, bacterioclorina e 
isobacterioclorina e respetiva atividade biológica. 
 
Tipo de 
ligação 
Exemplo Avaliação 
biológica 
Referência 
A
ç
ú
c
a
r 
su
b
st
it
u
íd
o
 n
a
 p
o
si
ç
ã
o
 m
e
so
 d
o
 g
r
u
p
o
 f
e
n
il
o
 
Ligação 
tioéter 
 
 Uptake a 
concentrações 
nanomolares em 
células do cancro 
da mama humano 
e células de 
fibroblastos 
embrionários de 
rato 
 Boa seletividade  
Singh et 
al.126 
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A
ç
ú
c
a
r 
su
b
st
it
u
íd
o
 n
a
 p
o
si
ç
ã
o
 m
e
so
 d
o
 g
r
u
p
o
 f
e
n
il
o
 
Ligação 
amida 
 
__ 
McCarthy et 
al.127 
C
o
n
ju
g
a
ç
ã
o
 n
a
 p
o
si
çã
o
 β
-p
ir
ró
li
c
a
 
Ligação 
éster 
 
 Conjugado com 
galactose 
acumula 
seletivamente nas 
células HeLa 
Gomes et 
al.128,129  
Ligação 
amida 
 
 Acumula 
seletivamente no 
tumor de células 
de glioma 9L de 
rato 
 Dano 
mitocondrial 
seletivo na região 
do tumor 
Zhang et 
al.130 
 
__ Grin et al.131 
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2.2. Extração da clorofila a a partir da Spirulina maxima e preparação do complexo 
de zinco(II) do éster metílico do alómero da feoforbida a  
As plantas são a fonte natural mais utilizada para aplicações na área farmacêutica, 
devido à sua acessibilidade e abundância e mais de 50% de todos os medicamentos 
disponíveis no mercado são de origem natural, dos quais mais de 70% são agentes 
anticancerígenos.
132
 Neste trabalho vamos usar a alga Spirulina maxima para obter um 
derivado da clorofila a e submetê-lo a posterior funcionalização e avaliação da aplicação 
terapêutica, nomeadamente como PS em Terapia Fotodinâmica. A vantagem de usar a 
Spirulina maxima está no facto de esta apenas conter clorofila a, evitando assim um 
processo de separação da clorofila a e b.
123
 
De facto, a clorofila a tem sido utilizada como precursor para preparar a clorina e6 (chl 
e6), um PS de segunda geração, que apresenta propriedades fotofísicas adequadas para ser 
usado em PDT, nomeadamente tempo de vida longo no seu estado tripleto excitado e 
elevada absorção molar na região do vermelho. Adicionalmente, esta clorina já demonstrou 
ter a capacidade de parar o crescimento tumoral de células epiteliais do rim de rato (RK3E-
ras) como foi reportado por Moon et al.,
133
 bem como de inativar bactérias como a S. 
aureus, como foi referido por Kurachi e seus colaboradores.
134
 O éster metílico da clorina 
e6 na forma de complexo de Zn(II), demonstrou também ter a capacidade de remover cerca 
de 60% de biofilme de Enterococcus faecalis e Candida albicans, após ativação com luz 
vermelha durante 60 ou 90 s.
135
 Assim, sendo o objetivo inicial deste trabalho extrair a 
clorofila a da Spirulina maxima, para obtenção do éster metílico da chl e6 recorreu-se ao 
método sumariado no Esquema 2.1, descrito por Kurachi e os seus colaboradores.
134
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Esquema 2.1. Representação esquemática da extração e preparação do éster metílico da chl e6. 
(adaptado de 134) 
 
No entanto é de realçar que durante o processo de extração outros derivados poderão ser 
formados encontrando-se no Esquema 2.2 apresentadas as estruturas de alguns derivados 
que podem acompanhar a extração da clorofila a e a sua posterior transformação no éster 
metílico da feoforbida a.
123
 Apesar de algumas destas transformações poderem ocorrer 
durante o processo de extração, alguns destes compostos podem já estar presentes na 
composição da planta. Por exemplo, plantas com o citoplasma acídico, podem promover a 
saída do metal originando as feofitinas, enquanto outras contendo enzimas oxidativas 
podem promover reações de oxidação. Porém, os produtos que são mais facilmente 
formados são os produtos de epimerização e de alomerização resultantes de processos de 
hidroxilação.
123
 Por tudo isto, o processo de extração revela ser um processo 
particularmente crítico. 
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Esquema 2.2. Transformações químicas na clorofila a que podem ocorrer durante o processo de extração. 
(adaptado de 123) 
 
Assim, num balão de fundo redondo foi deixada a Spirulina maxima numa mistura de 
metanol seco contendo 5% de H2SO4 concentrado sob agitação durante 48 h à temperatura 
ambiente e protegida da luz. Em seguida, depois de filtrar a mistura resultante e lavar o 
resíduo sólido com metanol e acetato de etilo, procedeu-se à evaporação dos solventes. O 
resíduo obtido foi em seguida neutralizado e sujeito a um processo cromatográfico para 
separar os pigmentos amarelos (carotenos e xantofilas) da fração verde contendo as 
clorofilas. A fração contendo o éster metílico da feoforbida a foi sujeito a novo processo 
de purificação em coluna de sílica gel flash. No entanto, por TLC verificou-se a presença 
de várias frações verdes, com fatores de retenção (Rf) muito próximos. Este facto pode ser 
justicado, considerando as várias alterações que a clorofila pode sofrer durante o processo 
de extração devido principalmente à labilidade da posição C-13
2
 duplamente ativada, 
responsável pelos processos de epimerização e alomerização.
123
  
As diversas frações verdes foram recolhidas conjuntamente e submetidas a condições de 
esterificação. Para tal redissolveu-se o resíduo em metanol seco sob atmosfera de 
nitrogénio e deixou-se 10 min sob agitação. Findo este período, foi adicionada uma 
solução de metóxido de sódio 0,5 mol.dm
-3
 à solução, deixando-se sob agitação 2 h a 0 ºC, 
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e overnight à temperatura ambiente. Terminada a reação de esterificação após 
neutralização, verificou-se por TLC a presença de várias manchas, que quando comparadas 
com o éster metílico da chl e6 utilizado como padrão, concluiu-se que este não estava 
presente na mistura obtida. Uma vez que os constituintes da mistura obtida mostraram ser 
muito instáveis, optou-se por complexá-los com o ião Zn(II), de forma a tentar obter 
macrociclos mais estáveis, além de que este ião é de fácil remoção do interior do 
macrociclo. Deste modo, a mistura verde obtida no passo anterior dissolvida em 
clorofórmio e metanol foi tratada com acetato de zinco(II) di-hidratado durante 25 min a 
65 ºC. Após extração com água e purificação foi possível isolar três frações. Da fração 
mais polar e maioritária foi possível identificar por RMN de 
1
H e por ESI-MS ser 
constituída pelo derivado 3 (na forma de uma mistura de diasterioisómeros) (Figura 2.1) e 
foi obtido com uma percentagem de 0,1%. Duas das frações mais apolares foram isoladas e 
apesar de em quantidades vestigiais os seus espetros de massa parecem sugerir serem 
constituídas pelas estruturas 1 para o de maior Rf e 2 para o de menor Rf.  
 
 
 Figura 2.1. Estruturas sugeridas para os constituintes das frações 1, 2 e 3. 
 
De facto, o espetro de ESI-MS do composto 3 apresenta um sinal a m/z 707,3 
correspondente ao ião molecular na forma de aducto de sódio [M+Na]
+
 (Anexo A – Figura 
A1). As estruturas propostas para os compostos 1 e 2 também estão de acordo com os iões 
moleculares na forma de aductos de sódio [M+Na]
+
, com valores de m/z respetivamente a 
751,2 e 737,3 (Anexo A – Figura A2 e A3). 
O espetro de RMN de 
1
H da fração 3 (Figura 2.2) corrobora a estrutura proposta para 
este derivado como se tratando de uma mistura de diasterioisómeros mostrando na região 
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típica de ressonância dos protões das posições meso (entre δ 8,46 e 9,44 ppm) a presença 
de dois conjuntos de três singuletos com diferentes intensidades. É de referir, que o 
cromatograma resultante da análise por HPLC-MS da amostra contendo a fração 3, 
apresentou dois picos, um com um tempo de retenção a 3,13 e outro a 3,47, ambos com o 
mesmo valor de m/z a 685,5. Este valor corresponde ao ião molecular [M+H]
+
 dos 
diasterioisómeros 3 confirmando que se está na presença de uma mistura de 
diasterioisómeros em quantidades não equimolares (Anexo A – Figura A4 e A5).  
 
 
 
 
 
Figura 2.2. Espetro de RMN de 1H da fração 3 constituída por uma mistura de diasterioisómeros do 
composto 3, em CDCl3. 
Relativamente aos outros sinais que surgem no espetro de RMN de 
1
H, a ressonância 
dos protões do grupo vinilo surgem na forma de dois multipletos entre δ 7,73 e 7,98 ppm 
(H-3
1
) e entre δ 5,98 e 6,16 ppm (H-32) (Figura 2.2). A δ 4,42 ppm e a δ 4,06 ppm surgem 
um quarteto e um dupleto, correspondentes respetivamente à ressonância dos protões H-18 
e H-17. Recorrendo ao espetro bidimensional de COSY 
1
H/
1
H, é possível verificar que o 
protão H-18 correlaciona com o sinal a aproximadamente δ 1,6 ppm que corresponde à 
ressonância dos protões do CH3-18
1 
(Figura 2.3). Por seu lado, o protão H-17 correlaciona 
com o sinal a aproximadamente δ 1,3 ppm, que corresponde à ressonância dos protões 
CH2-17
1
 (Figura 2.3). Entre δ 3,28 e 3,72 ppm surgem vários sinais devidos à ressonância 
dos protões CH2-8
1
, OCH3-17, OCH3-13
2
, CH3-7
1
, CH3-2
1
, CH3-12
1, e entre δ 0,77 a 3,01 
H-meso 
1H-vinilo 
2H-vinilo  
H-18 
H-17 
CH2-17
1
,-17
2
; CH3-8
2
; 
CH3-18
1
 
CH2-8
1
; OCH3-17; 
OCH3-13
2
; CH3-7
1
; 
CH3-2
1
; CH3-12
1
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ppm surgem para além dos sinais devidos à ressonância dos protões CH3-18
1
 e CH2-17
1
 os 
devidos à ressonância dos protões CH2-17
2
, CH3-8
2
, contudo a sua atribuição inequívoca 
não foi possível devido estarmos na presença de uma mistura de diasterioisómeros e 
consequentemente de maior complexidade. 
 
 
Figura 2.3. Expansão do espetro bidimensional de COSY 1H/1H da fração 3 constituída por uma mistura 
de diasterioisómeros do composto 3, em CDCl3.  
 
Embora o objetivo principal desta primeira etapa de extração e esterificação fosse obter 
o éster metílico da chl e6, verificou-se que as condições experimentais usadas na extração 
da Spirulina maxima disponível, esterificação e com posterior reação de complexação 
conduziram à formação do complexo de Zn(II) do éster metílico da feoforbida a 
hidroxilada (3) (Figura 2.1). Na literatura, encontra-se descrito que a formação de alómeros 
do tipo do derivado 3, resultante da hidroxilação do C-13
2
 é um problema comum durante 
o procedimento de extração e purificação com sílica, em condições aeróbias.
123,136
  
Assim e numa tentativa de obter o complexo de Zn(II) do éster metílico da chl e6 
decidiu-se repetir o processo de extração, mas alterando ligeiramente as condições 
experimentais de modo a tentar minimizar os processos que conduziram à formação do 
H-18 H-17 
CH3-18
1 
CH2-17
1 
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macrociclo 3. Assim, a extração com o metanol acídico foi realizada em atmosfera de 
árgon, para reduzir ao máximo a presença do oxigénio atmosférico, e assim evitar a 
ocorrência de reações secundárias e o tempo de reação foi reduzido de 48 h para cerca de 
15 h. Além disso decidiu-se eliminar o processo de purificação cromatográfica em coluna 
de sílica gel flash depois do tratamento ácido com MeOH/H2SO4, tendo apenas sido 
realizada a purificação do extrato no final de todo o processo de extração e esterificação, 
recorrendo para o efeito a placas de sílica preparativas. 
Neste segundo processo de extração, foi possível isolar uma pequena fração de menor 
polaridade que foi identificada como sendo constituída pelo éster metílico da Zn-chl e6. A 
sua presença foi confirmada por comparação por TLC com uma amostra autêntica do éster 
metílico da Zn-chl e6, e confirmada ainda por ESI-MS cujo espetro apresentou um pico a 
m/z 701,1 correspondente ao ião [M+H]
+
 (Anexo A – Figura A6). Foi ainda possível isolar 
mais três frações, sendo duas delas identificadas por TLC e espetrometria de massa como 
sendo constituídas pelos compostos 2 e 3 já referidos no processo anterior. A fração 4 
isolada apresenta no seu espetro de ESI-MS um pico m/z igual ao do éster metílico da Zn-
chl e6, no entanto, trata-se de um isómero mais polar dado apresentar um fator de retenção 
menor pelo que se requer mais estudos de caracterização estrutural para que possa ser 
proposta uma possível estrutura para o macrociclo que a constitui (Anexo A – Figura A7).  
Na Tabela 2.2 encontram-se sumariadas as percentagens de extração dos diversos 
derivados isolados pelas duas abordagens metodológicas utilizadas. A análise desta tabela 
permite concluir que as alterações consideradas no segundo procedimento de extração 
permitiram obter o éster metílico da Zn-chl e6, apesar de em pequena quantidade. Assim, 
optou-se por utilizar a mistura de diasterioisómeros 3 como precursor porfirínico para a 
conjugação com a unidade de uracil-alditol. De facto, este derivado 3 apresenta as 
características estruturais requeridas para prosseguir a funcionalização com os alditóis via 
reação de Diels-Alder. Nesta opção também se teve em conta a morosidade do processo de 
extração e as quantidades de Spirulina maxima que se teria de utilizar para se obter o éster 
metílico da Zn-chl e6 em quantidade adequada para prosseguir os estudos de 
funcionalização.  
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Tabela 2.2. Percentagem de extração dos diversos derivados nas diferentes condições de extração 
utilizadas neste trabalho. 
Método Tempo de extração /h Produtos obtidos m/z % Produto obtido 
1 
 
48 
1 751,2 
a
 
2 737,3 
a 
3 707,3 0,10 
2 
(atmosfera 
de árgon) 
15 
Éster metílico da Zn-chl e6  701,1 0,01 
2 737,0 0,04 
3 707,3 0,03 
Isómero do éster metílico 
da Zn-chl e6  
701,1 0,04 
 
2.3. Preparação e caracterização de uracil-alditóis 
No capítulo anterior, já foi referida a potencialidade de derivados de uracilo ligados a 
açúcares se incorporarem nos ácidos nucleicos e competir com os nucleosídeos naturais, 
inibindo a replicação viral e o crescimento de células cancerígenas.
56
 Além disso, os 
derivados de uracilo só por si também apresentam uma diversificada atividade biológica. 
Assim, nesta secção será descrito o procedimento experimental que conduziu à preparação 
de heterodienos baseados em unidades de uracilo conjugados a diferentes unidades de 
açúcar para posterior funcionalização do derivado 3, via reação de hetero Diels-Alder, com 
o objetivo de potencializar a sua atividade antitumoral e antibacteriana. 
A estratégia sintética utilizada para preparar os heterodienos 8 pretendidos encontra-se 
sumariada nos Esquemas 2.3 e 2.4. Este procedimento teve por base o método descrito na 
literatura por Pałasz et al.57 e encontra-se dividido em duas etapas. 
Na primeira fase procedeu-se à síntese dos alditóis desprotegidos 7a-e através da 
condensação de Knoevenagel, descrita por Gonzalez et al.
34
 e que envolveu a reação do 
ácido 1,3-dimetilbarbitúrico 5 e os açúcares 6a-e (Esquema 2.3). Estas condensações foram 
realizadas em H2O, na presença de carbonato de potássio a 80 ºC, e sob agitação vigorosa 
durante 5 h. Após concentração da mistura reacional, os compostos desejados 7a-e foram 
                                                        
a
 As frações 1 e 2, no primeiro método de extração, foram isoladas em quantidades vestigiais. 
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obtidos na forma de sólidos cristalinos ou na forma de óleo após adição de etanol (Tabela 
2.3). 
 
Esquema 2.3. Reação de Knoevenagel do ácido 1,3-dimetilbarbitúrico 5 com os açúcares 6a-e, 
respetivamente, D-(+)-xilose, D-(+)-galactose, D-(+)-glucose, D-(+)-maltose e D-(+)-lactose. 
 
É de referir que a condensação de Knoevenagel que envolve reações de aldeídos e 
cetonas com compostos metilénicos ativos (malonatos, acetoacetatos, acetonitrilos, ácidos 
barbitúricos) requer a presença de quantidades catalíticas de uma base ou de um ácido, 
para formar as novas ligações carbono-carbono.
137
 Uma vez que os compostos metilénicos 
são mais acídicos do que os aldeídos e cetonas com hidrogénios α, as bases usadas como 
catalisadores são normalmente mais fracas do que as usadas na condensação aldólica de 
modo a minimizar este tipo de transformação. 
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Tabela 2.3. Rendimento dos alditóis obtidos pela reação de Knoevenagel do ácido 1,3-dimetilbarbitúrico 
com diversos açúcares e respetivas características físicas. 
Uracil-alditol η /% Características físicas 
7a 91 Sólido; Amarelado 
7b 95 Sólido; Alaranjado 
7c -
b
 Óleo
c
; Laranja 
7d -
b
 Óleo
c
; Amarelo 
7e -
b 
 Óleo
c
; Amarelo 
 
Os compostos 7a-e obtidos foram caracterizados por RMN de 
1
H e por ESI-MS. 
Relativamente aos espetros de massa, todos os derivados apresentam picos de m/z que 
estão de acordo com o valor esperado para o ião molecular protonado [M+H]
+
: composto 
7a a 327,3; compostos 7b e 7c a 357,2; composto 7d a 519,3 e o composto 7e a 519,4 
(Anexo A – Figura A8-A12).  
Quanto aos espetros de RMN de 
1
H, os derivados 7a,b apresentam um singuleto entre δ 
3,11 e 3,13 ppm, gerado pela ressonância dos seis protões dos grupos metilo ligados aos 
dois nitrogénios da unidade uracilo (como ilustrado na Figura 2.4 para o derivado 7a; 
Anexo A – Figura A13 para o derivado 7b). A ressonância dos vários protões 
correspondentes à unidade de açúcar surge na região esperada entre δ 3,21 e 4,46 ppm. Os 
derivados 7c-e foram obtidos na forma de óleo, pelo que os seus espetros de RMN se 
apresentaram mais complexos dada a presença de impurezas. No entanto, ainda é possível 
verificar os sinais típicos devido à ressonância dos protões da unidade de hidratos de 
carbono entre δ 3,23 e 5,35 ppm (Anexo A – Figura A14-A16). 
 
 
 
                                                        
b O composto obtido não estava puro, comprovado por análise do RMN de 1H. Procedeu-se à etapa 
seguinte (preparação dos heterodienos) com esta mistura. 
 
c Após secar na bomba de vácuo, foi possível obter um sólido, que retornou rapidamente a óleo ao deixar 
de estar sob vazio. 
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Figura 2.4. Espetro de RMN de 1H do composto 7a, em D2O. 
 
Na segunda etapa de síntese ocorreu a preparação dos derivados 1-oxa-1,3-dienos 8 a 
partir dos compostos 7a-e seguindo-se a metodologia descrita no esquema 2.4.
57
 A abertura 
do anel de açúcar foi realizada na presença de um ácido de Lewis, ZnCl2 em anidrido 
acético o que conduziu ainda à acetilação dos grupos hidroxilo do hidrato de carbono.  
 
N-CH3 
H’s da unidade de açúcar 
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Esquema 2.4. Rota sintética para a preparação dos derivados 1-oxa-1,3-dienos 8 acetilados a partir dos 
alditóis 7a-e.  
 
Estas reações decorreram durante 1 h sob agitação magnética à temperatura ambiente. 
Findo este período foi desligada a agitação e as misturas reacionais foram mantidas durante 
24 h dentro do balão reacional à temperatura ambiente. À mistura reacional foi adicionada 
água e os produtos formados foram extraídos com diclorometano e após evaporação do 
solvente, foi adicionado aos resíduos obtidos etanol para promover a cristalização. Os 
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derivados 8, isolados na forma de sólidos, foram obtidos com rendimentos na ordem dos 
60% (Tabela 2.4).  
 
Tabela 2.4. Rendimentos dos 1-oxa-1,3-heterodienos 8 obtidos e respetivas características físicas. 
1-oxa-1,3-
dienos 8  
η /% Características físicas 
8a 62 Sólido; Amarelado 
8b 63 Sólido; Laranja 
8c -
d
 Óleo
e
; Laranja 
 
A caracterização espetroscópica por RMN de 
1
H e por ESI-MS permitiu confirmar a 
formação inequívoca dos produtos 8a e 8b que foram isolados na forma de sólidos 
cristalinos e a do 8c na forma de óleo. Os espetros de massa dos compostos 8a (m/z = 
479,3), 8b e 8c (m/z = 551,4), apresentam os picos correspondentes aos respetivos iões 
moleculares na forma de aductos de sódio [M+Na]
+
 (Anexo A – Figura A17-A19). O 
sucesso da transformação para a obtenção destes derivados também é demonstrado pela 
análise dos seus espetros de RMN de 
1
H. Os espetros dos derivados 8a e 8b apresentam 
quatro singuletos a campos mais altos correspondentes à ressonância dos protões dos 
quatro grupos metilo dos grupos acetato mais protegidos entre δ 2,04 e 2,19 ppm (como 
ilustrado na Figura 2.5 para o derivado 8a; Anexo A – Figura A20 para o derivado 8b). 
Entre δ 3,33 e 3,38 ppm surgem dois sinais em forma de singuleto correspondentes à 
ressonância dos três protões dos grupos metilo ligados a cada nitrogénio da unidade de 
uracilo. Em ambos os derivados 8a e 8b, a ressonância do protão H-1 devido à 
proximidade do átomo eletronegativo de oxigénio, surge a campos mais baixos na forma 
de um dupleto a δ 7,48 e a 7,40 ppm, respetivamente, enquanto que o sinal referente à 
ressonância do protão H-2 surge na forma de um duplo dupleto a δ 6,48 e a 6,39 ppm, 
respetivamente. A δ 5,68 ppm surge, quer no derivado 8a e 8b, um sinal em forma de 
duplo dupleto correspondente à ressonância do protão H-3. No espetro do derivado 8a, os 
                                                        
d
 Por análise de RMN de 1H, o composto obtido não estava puro, no entanto procedeu-se à reação de 
hetero Diels-Alder com este derivado. 
 
e Após secar na bomba de vácuo, é possível obter um sólido, que retorna rapidamente a um óleo ao deixar 
de estar sob vazio. 
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sinais devidos à ressonância dos dois protões H-5 surgem na forma de dois duplos 
dupletos, um a δ 4,14 ppm e o outro a δ 4,38 ppm, enquanto a δ 5,38-5,44 ppm surge um 
multipleto gerado pela ressonância do protão H-4. No espetro do derivado 8b, os dois 
sinais gerados pela ressonância dos dois protões H-6 (CH2) surgem como duplos dupletos a 
δ 3,90 ppm e a δ 4,31 ppm. A ressonância do protão H-5 surge agora como um multipleto a 
δ 5,33-5,37 ppm, enquanto o sinal gerado pelo protão H-4 surge na forma de um duplo 
dupleto a δ 5,56 ppm. O derivado 8c, devido à presença de impurezas, apresentou um 
espetro de RMN de 
1
H extremamente complexo não permitindo a identificação inequívoca 
dos protões (Anexo A – Figura A21). Os dados analíticos obtidos para os óleos recolhidos 
após as transformações realizadas com os derivados 7d e 7e não estão em concordância 
com as estruturas dos compostos esperados 8d e 8e (ver espetros de massa no Anexo A – 
Figura A22 e A23 e espetros de RMN de 
1
H Figura A24 e A25), pelo que os estudos 
posteriores de conjugação com o macrociclo tetrapirrólico ocorreram apenas com os 
heterodienos 8a-c. 
 
  
Figura 2.5. Espetro de RMN de 1H do composto 8a, em CDCl3. 
 
 
 
-OAc 
N-CH3 
H-1 
H-2 
H-3 
H-4 H-5 
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2.4. Preparação de novas clorinas conjugadas com uracil-alditóis via reação de hetero 
Diels-Alder  
Como já foi referido, o objetivo principal deste projeto de investigação era preparar 
novos fotossensibilizadores baseados em clorinas conjugadas a unidades de uracil-alditol. 
Assim, sabendo que o grupo vinilo em macrociclos tetrapirrólicos pode atuar como 
dienófilo quer em reações de Diels-Alder ou de hetero Diels-Alder,
138
 nesta secção serão 
apresentados os resultados obtidos quando se recorreu a este tipo de transformação para 
acoplar ao derivado 3 os 1-oxa-1,3-heterodienos 8a-c (Esquema 2.5). 
 
Esquema 2.5. Representação esquemática da reação de hetero Diels-Alder entre o composto 3 e os derivados 
1-oxa-1,3-heterodienos 8a-c. 
53 
 
A reação de Diels-Alder insere-se na classe de reações de ciclo-adição que também 
incluem reações de ciclo-adição 1,3-dipolar e ciclo-adições [2+2]π.139 Nesta reação um 
dieno conjugado reage com um dienófilo, que pode ter uma ligação dupla ou tripla, 
formando um aducto com um anel de seis lados hidro-aromático ou hetero-aromático com 
a formação de duas novas ligações σ à custa das duas ligações π dos materiais de partida. 
Quando um ou mais heteroátomos estão presentes no dieno e/ou no dienófilo, a cicloadição 
é denominada de hetero Diels-Alder.
140
 O grupo de investigação da Universidade de 
Aveiro é reconhecido pelo trabalho desenvolvido no estudo de reações de cicloadição com 
porfirinas.
138,141,142
 O mesmo grupo de investigação descreveu, em 1997, pela primeira vez, 
que metaloporfirinas podiam participar como dienófilos em reações de Diels-Alder, e mais 
tarde que as porfirinas também podiam atuar como dipolarófilos em reações de cicloadição 
1,3-dipolar.
141
 A investigação neste tipo de transformação mostrou que esta podia ser 
aplicada a outros macrociclos tetrapirrólicos, revelando assim a versatilidade desta 
transformação. As porfirinas, podem assim, quando adequadamente substituídas, atuar não 
só como dienos, mas também como dienófilos, dipolarófilos e como 1,3-dipolos.
138,141
 
Neste trabalho pretende-se tirar partido de uma transformação de hetero Diels-Alder 
“inverse electron demand” na preparação de derivados porfirínicos conjugados com uracil-
alditóis.
140
 A forma como a reação Diels-Alder ocorre depende da separação de energia 
HOMO-LUMO dos componentes 2π e 4π envolvidos. Quanto mais baixa for a diferença de 
energia entre estes níveis de energia, menor é a energia do estado de transição da reação. 
Uma forma de modelar a energia das orbitais HOMO (orbital molecular ocupada mais alta) 
e LUMO (orbital molecular vazia mais baixa) do dieno e do dienófilo é introduzindo quer 
substituintes sacadores de eletrões de forma a baixar a energia tanto da HOMO como da 
LUMO, quer grupos dadores de eletrões aumentando as suas energias. Assim as reações de 
Diels-Alder “típicas” são controladas pela HOMO do dieno e são favorecidas pela 
presença de substituintes dadores de eletrões no dieno e substituintes sacadores de eletrões 
no dienófilo. As reações que são controladas pela LUMO do dieno (contém grupos 
sacadores de eletrões no dieno) são influenciadas por efeitos eletrónicos dos substituintes 
no sentido oposto pelo que se designam por reação de Diels-Alder inversa.
140
 
 
As reações de Diels-Alder inversa entre o macrociclo tetrapirrólico 3 e os 1-oxa-1,3-
heterodienos 8a-c decorreram em tolueno seco a 120 ºC. As diferentes condições 
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reacionais utilizadas encontram-se registadas na Tabela 2.5. A reação foi controlada por 
TLC, e foi terminada após se verificar o consumo do composto de partida. Os novos 
produtos 9 foram obtidos após purificação cromatográfica de camada fina preparativa 
encontrando-se sumariados na Tabela 2.5 os rendimentos obtidos e as razões massa-carga 
obtidos na análise das frações isoladas.  
 
Tabela 2.5. Condições reacionais utilizadas na reação de hetero-Diels-Alder realizada entre 3 e 8a-c e 
rendimentos dos produtos de reação. 
Uracil-
alditol 
Equiv. Tempo de reação /h 
ciclo-aductos de 
 Diel-Alder 
m/z η /% 
8a 4 2 
9a 1163,3 44 
9a1 1275,2 - 
8b 10 5 
9b 1235,5 71 
9b1 1251,3 - 
8c 8 8 
9c 1213,4; 1235,4  66 
9c1 1251,4 - 
 
A análise da Tabela 2.5 permite verificar que a reação de hetero Diels-Alder entre o 
diasterioisómero 3 e os derivados 8a-c, levaram à formação dos compostos 9a-c, como 
produtos maioritários, tendo-se todavia observado ainda que de forma vestigial, a formação 
de um segundo composto em todas as reações realizadas e que foi identificado como sendo 
constituído pelo aductos 9a1, 9b1 e 9c1. A caracterização por ESI-MS destas frações 
revelou um pico a m/z 1275,2, 1251,3 e 1251,4, respetivamente (Anexo A – Figura A26-
A28). No entanto, devido à pouca quantidade isolada não foi possível fazer uma 
caracterização mais completa e assim propor uma estrutura para estes compostos 
minoritários. Os ciclo-aductos 9a-c maioritários foram caracterizados por RMN de 
1
H e 
por ESI-MS. Os espetros de massa dos compostos 9a e 9b apresentam um pico a m/z 
1163,3 e 1235,5, respetivamente, que correspondem ao ião [M+Na]
+
 (Anexo A – Figura 
A29 e A30). O composto 9c apresenta dois picos com razões m/z 1213,4 e 1235,4 que 
correspondem respetivamente aos iões [M+H]
+ 
e [M+Na]
+
 (Anexo A – Figura A31). Da 
análise do espetro de RMN de 
1
H do derivado 9a foi possível identificar os sinais típicos 
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da ressonância dos protões das posições meso do macrociclo entre δ 8,54 e 9,77 ppm 
(Figura 2.6); a existência de vários sinais em forma de singuletos nesta região deve-se ao 
facto de se estar na presença de uma mistura de diasterioisómeros. É de realçar que da 
comparação com o espetro de RMN de 
1
H do composto 3, se verifica o desaparecimento 
dos sinais correspondentes à ressonância dos protões do grupo vinilo surgindo agora entre 
δ 5,42 e 6,11 ppm os sinais relativos à ressonância dos protões da unidade de açúcar, 
mostrando desta forma que ocorreu a transformação pretendida. A δ 4,31 ppm surge ainda 
um sinal em forma de duplo dupleto correspondente à ressonância do protão H-17, e entre 
δ 4,43 e 5,53 ppm surge um multipleto correspondente à ressonância do protão H-18. Entre 
δ 0,80 e 4,22 ppm, surgem diversos sinais correspondentes à ressonância dos restantes 
protões do macrociclo e da unidade de açúcar, bem como dos protões dos grupos metilo 
dos grupos acetilo e dos grupos metilo ligado a cada nitrogénio da unidade de uracilo. 
Relativamente aos novos derivados 9b e 9c na análise do espetro de RMN de 
1
H é possível 
identificar os sinais típicos da ressonância dos protões das posições meso do macrociclo 
entre δ 8,45 e 9,79 ppm e entre δ 8,48 e 9,72 ppm, respetivamente (Anexo A – Figura A32 
e A33). Uma vez mais, verifica-se a existência de vários sinais na forma de singuletos 
nesta região devido ao facto de se estar na presença de uma mistura de diasterioisómeros. 
Confirma-se também o desaparecimento dos sinais relativos à ressonância dos protões do 
grupo vinilo, contudo o espetro de RMN de 
1
H do derivado 9b apresenta falta de resolução 
o que dificulta o assinalamento inequívoco dos diversos protões. No espetro do derivado 9c 
ainda é possível verificar o aparecimento dos sinais correspondentes à unidade de açúcar 
introduzida após a transformação de Diels-Alder. A atribuição inequívoca de todos os 
sinais na zona alifática devido à ressonância quer dos protões da unidade de açúcar quer do 
núcleo tetrapirrólico não foi possível devido à complexidade dos espetros de RMN de 
1
H 
nesta região. 
 
 
 
 
 
 
 
56 
 
 
 
 
Figura 2.6. Espetro de RMN de 1H do composto 9a, em CDCl3. 
 
2.5. Caracterização fotofísica das novas clorinas conjugadas com uracil-alditóis 
Considerando que as propriedades fotofísicas são de particular importância e 
considerando a potencial aplicação como fotosensibilizadores em terapia fotodinâmica, 
todos os compostos preparados foram objeto de avaliação das suas propriedades 
fotofísicas, nomeadamente, absorção, emissão, capacidade de produzir oxigénio singleto e 
fotoestabilidade. 
 
2.5.1. Características espetroscópicas de absorção e emissão 
Os derivados porfirínicos apresentam espetros de absorção bastante característicos na 
região do visível, uma vez que são compostos fortemente corados.
36
 Estes apresentam 
geralmente uma banda de absorção com forte intensidade, denominada banda Soret, na 
região do azul entre 390 e 425 nm, e outras quatro bandas de menor intensidade, 
denominadas bandas Q, entre os 480 e 650 nm.
36
 No entanto, dependendo do padrão de 
H-meso 
H’s 
unidade 
açúcar 
H-18 
H-17 
H’s do macrociclo e unidade de 
açúcar, -OAc, N-CH3 
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substituição do macrociclo existem variações quer na posição quer na intensidade das 
bandas de absorção. O espetro de visível das clorinas apresenta para além da banda Soret 
as quatro bandas Q, no entanto a intensidade da última banda Q na região dos 650 nm 
apresenta uma intensidade bastante superior, relativamente às outras três bandas Q de 
absorção e em relação à última banda Q das porfirinas.
36
 
As porfirinas são ainda moléculas que apresentam habitualmente propriedades 
fluorescentes quando excitadas em comprimentos de onda na região do visível. De facto, a 
fluorescência é um fenómeno de emissão de luz que resulta da transição de uma molécula 
do estado singleto excitado (S1) para o estado fundamental (S0).
143
  
Os dados espetroscópicos de absorção e emissão bem como o rendimento quântico de 
fluorescência dos compostos sintetizados (3 e 9a-c) encontram-se sumariados na Tabela 
2.6 e a título ilustrativo na Figura 2.7 apresenta-se o espetro de absorção, excitação e de 
emissão do composto 9a em DMF (para os restantes compostos pode ser consultado no 
Anexo A – Figura A34).  
Os espetros de absorção dos compostos estudados apresentam pois um padrão de 
absorção típico de um macrociclo do tipo clorina. O composto 3 apresenta uma banda 
Soret intensa a  427 nm, e as quatro bandas Q entre 523 e 657 nm, sendo a última banda 
bastante mais intensa que as restantes três bandas Q. É de realçar que a última banda Q do 
composto 3 surge a 657 nm, enquanto no éster metílico da Zn-Chl e6 surge a 639 nm. O 
composto 3 apresenta assim uma banda de absorção a comprimento de onda no qual a luz é 
capaz de penetrar nos tecidos. A introdução da unidade uracil-alditol no composto 3 
provocou um ligeiro deslocamento hipsocrómico ( 4 nm) nas bandas dos derivados 9a-c, 
no entanto não compromete significativamente a sua aplicação como PS. Os espetros de 
absorção dos compostos 3 e 9a-c apresentam todos um deslocamento batocrómico 
relativamente ao espetro de absorção do éster metílico da Zn-Chl e6 em DMF. 
 
Sabendo que o rendimento quântico de fluorescência (ΦF) reflete a eficiência com que 
uma molécula emite os fotões que absorve e dado que é calculado com base no número de 
fotões emitidos e o número de fotões absorvidos pela molécula, o seu conhecimento 
permite avaliar a potencialidade destas moléculas poderem ser utilizadas em 
fotodiagnóstico. O ΦF foi determinado de forma indireta a partir da equação (1), onde ΦF
𝑆𝑡𝑑  
é o rendimento quântico de fluorescência do éster metílico da Zn-Chl e6 (ΦF = 0,14 ± 
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0,05; em DMF),
144
 utilizado como referência, e 𝐴 e 𝐴𝑆𝑡𝑑 correspondem às áreas sob as 
curvas de fluorescência do composto em estudo e da referência, respetivamente. 
 
(1)         ΦF = ΦF
𝑆𝑡𝑑
𝐴
𝐴𝑆𝑡𝑑
 
 
Os dados obtidos para o ΦF permitem verificar que a fluorescência do macrociclo não é 
afetada significativamente pela introdução da unidade de uracil-alditol, sendo que todos os 
compostos estudados se mostraram bons fluoróforos. Contudo, é de realçar que o composto 
3 apresenta um ΦF ligeiramente superior ao éster metílico da Zn-Chl e6, assim como 
relativamente aos restantes derivados 9a-c. Observa-se ainda que os compostos estudados 
apresentam um desvio de Stokes em torno de 7 nm. A análise da Figura 2.7 permite 
salientar a sobreposição perfeita entre o espetro de absorção e o espetro de excitação, 
indicando a ausência de impurezas emissivas. O mesmo acontece para os restantes 
compostos estudados (Anexo A – Figura A34). 
 
Tabela 2.6. Dados espetroscópicos de absorção e emissão, coeficientes de extinção molar e rendimento 
quântico de fluorescência (ΦF) dos compostos 3 e 9a-c obtidos em DMF e à temperatura de 20 ºC. 
 
Composto λmáx (log(Ɛ)) /nm λem /nm Desvio de stokes /nm ΦF 
3 
427 (4,45); 523 (3,07); 566 
(3,26); 609 (3,50); 657 (4,26) 
664, 713 7 0,16 
9a 
424 (4,73); 521 (3,30); 564 
(3,49); 606 (3,73); 653 (4,57) 
660, 713 7 0,13 
9b 
425 (4,28); 519 (2,95); 564 
(3,05); 606 (3,28); 653 (4,14) 
659, 712 6 0,15 
9c 
424 (4,41); 521 (2,97); 564 
(3,18); 606 (3,42); 653 (4,28) 
660, 712 7 0,14 
Éster metílico 
da Zn-Chl e6  
409 (5,11); 518 (3,55); 561 
(3,50); 596 (3,88); 639 (4,63) 
650, 704 11 0,14 
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Figura 2.7. Espetros de emissão e excitação normalizados e espetro de absorção do composto 9a, em 
DMF a 20 ºC ([9a]=1,5 x 10-5 mol.dm-3, λexc = 600 nm e λem = 713 nm). 
 
2.5.2. Produção de oxigénio singleto e fotoestabilidade 
Uma vez que os compostos sintetizados têm como finalidade serem utilizados como 
potenciais agentes fotossensibilizadores em estudos de PDT, é importante estudar a 
capacidade destes compostos em gerar oxigénio singleto (
1
O2). Para a determinação da 
produção de 
1
O2 existem diferentes métodos quantitativos e qualitativos que possibilitam 
avaliar a eficiência de geração de 
1
O2, de um dado composto.
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A produção de 
1
O2, e o respetivo rendimento quântico, foram determinados em DMF, 
de forma indireta por foto-oxidação do 9,10-dimetilantraceno (DMA). O DMA quando 
oxidado pelo 
1
O2, produzido in situ, transforma-se em endoperóxido (Esquema 2.7).
146
 
Deste modo, é possível avaliar o decréscimo do DMA em solução através da 
monitorização da absorvência da solução a 378 nm.  
 
 
Esquema 2.7. Reação de foto-oxidação do 9,10-dimetilantraceno pelo 1O2. 
 
Assim, numa célula de quartzo contendo cada um dos derivados 3, 9a-c, TPP e éster 
metílico da Zn-chl e6 em DMF com uma absorvência a 420 nm próxima de 0,1 foi 
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adicionada uma solução de DMA a 30 µM. As soluções contidas na célula foram irradiadas 
com luz de 420 nm com uma irradiância de 5,0 mW.cm
-2
, e medida a absorvência da 
solução a 378 nm em intervalos de tempo pré-estabelecidos. Foi realizado um ensaio de 
controlo contendo apenas DMA a 30 µM em DMF sem adição de qualquer 
fotossensibilizador. Os resultados obtidos de foto-oxidação do DMA encontram-se 
apresentados na Figura 2.8. 
 
 
Figura 2.8. Foto-oxidação do DMA, em DMF, fotossensibilizado pelo composto 3, 9a-c, TPP e éster 
metílico da Zn-Chl e6, durante 900 s de irradiação a 420 nm com uma irradiância de 5,0 mW.cm
-2. As barras 
de erro estão sobrepostas pelos símbolos. 
 
A partir da análise do gráfico é possível verificar que não ocorreu foto-oxidação 
significativa do DMA na ausência do fotossensibilizador. Observa-se também que todos os 
compostos testados são capazes de gerar 
1
O2 embora ligeiramente inferior à produção do 
éster metílico da Zn-Chl e6 e TPP (utilizados como referência neste trabalho e 
conhecidos como sendo bons geradores de oxigénio singleto).
11,144
 
O rendimento quântico de oxigénio singleto (ΦΔ) para cada composto foi calculado 
utilizando o éster metílico da Zn-Chl e6 (ΦΔ = 0,53 ± 0,05) em DMF como referência,
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e os valores encontrados encontram-se representados na Tabela 2.7. O ΦΔ foi determinado 
através da equação (2), onde Φ∆
𝑆𝑡𝑑  é o rendimento quântico de oxigénio singleto do éster 
metílico da Zn-Chl e6 utilizada como standard; 𝐾 e 𝐾𝑆𝑡𝑑  são a taxa de fotodegradação do 
DMA e 𝐼𝑎𝑏𝑠  e 𝐼𝑎𝑏𝑠
𝑆𝑡𝑑
 correspondem aos fotões absorvidos no comprimento de onda de 
irradiação (420 nm) para as amostras e para a referência, respetivamente.
134,147
 A razão 
0,0
0,1
0,3
0,4
0 150 300 450 600 750 900
ln
(A
0
/A
) 
Tempo de irradiação /s 
DMA
Éster metílico
da Zn-Chl e6
TPP
3
9a
9b
9c
61 
 
pode ser obtida pela equação (3), onde 𝐴420
𝑆𝑡𝑑  e 𝐴420 são a absorção da referência e das 
amostras a 420 nm, respetivamente. As constantes de taxa de fotodegradação do DMA, 𝐾, 
são obtidas através do ajuste linear dos mínimos quadrados do gráfico semi-logaritmo de 
ln(A0/A) em função do tempo de irradiação. 
 
(2)         Φ∆ = Φ∆
𝑆𝑡𝑑 𝐾
𝐾𝑆𝑡𝑑
𝐼𝑎𝑏𝑠
𝑆𝑡𝑑
𝐼𝑎𝑏𝑠
 
  
(3)         
𝐼𝑎𝑏𝑠
𝑆𝑡𝑑
𝐼𝑎𝑏𝑠
=
1 − 10−𝐴420
𝑆𝑡𝑑
1 − 10−𝐴420
 
 
Os resultados obtidos permitem corroborar a análise qualitativa efetuada e confirmar 
que todos os derivados obtidos são bons geradores do oxigénio singleto. Embora a 
eficiência de geração de oxigénio singleto seja inferior à dos standards utilizados, 
podemos verificar que as transformações realizadas no macrociclo não afetou 
significativamente a geração desta espécie reativa de oxigénio. De facto, os derivados 9a e 
9c apresentam valores de 
1
O2 muito próximos do gerado pelo derivado de partida 3 
enquanto o derivado 9b vê a sua capacidade de gerar 
1
O2 ligeiramente diminuída. Contudo 
os valores encontrados permitem considerar estes derivados com potencialidade para serem 
utilizados em terapia fotodinâmica de tumores e na inativação antimicrobiana.  
Sabendo que estes derivados vão ser submetidos a irradiação é igualmente importante 
avaliar a sua fotoestabilidade quando em solução e sujeitos a irradiação. Nesse sentido foi 
monitorizado o fotodecaimento dos derivados estudados após irradiação com luz. Assim, 
adicionou-se numa célula de quartzo cada um dos derivados 3, 9a-c, TPP ou éster 
metílico da Zn- Chl e6 em DMF de forma a obter uma concentração final de 0,5 µM. As 
soluções contidas na célula foram irradiadas com luz vermelha proveniente de uma placa 
de LED’s vermelhos (640±20 nm) a uma irradiância de 9,0 mW.cm-2, e registados os 
espetros de absorção das soluções nos períodos pré-estabelecidos. Os resultados obtidos da 
fotoestabilidade dos compostos encontram-se apresentados na Tabela 2.7. Considera-se 
que um composto não é fotoestável quando apresenta uma percentagem de decaimento da 
banda Soret superior a 20% no tempo pré-definido. 
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Todos os derivados preparados demonstraram apresentar uma estabilidade superior ao 
éster metílico da Zn-Chl e6 com fotodecomposições que não ultrapassaram os 10% 
quando sujeitos às mesmas condições de irradiação. É de realçar que apesar do éster 
metílico da Zn-Chl e6 ser um bom gerador de oxigénio singleto apresenta nas condições 
de irradiação testadas e em DMF uma fotodegradação de 40% o que limita a aplicação 
fotodinâmica em períodos de irradiação longos. 
 
Tabela 2.7. Rendimento quântico de oxigénio singleto (ΦΔ) e percentagem de decaimento da banda Soret 
após 25 min de irradiação (fotoestabilidade) dos compostos 3, 9a-c, TPP e éster metílico da Zn-Chl e6 em 
DMF. 
Composto ΦΔ ± 0,05 % decaimento Soret 
3 0,40 7 
9a 0,40 6 
9b 0,34 8 
9c 0,37 3 
TPP 0,63 - 
Éster metílico da Zn-Chl e6 0,53 41 
 
2.6. Conclusões 
Neste capítulo tínhamos como principal objetivo sintetizar derivados de tipo clorina 
conjugados com diferentes unidades de uracil-alditóis. A partir da alga Spirulina maxima 
foi possível extrair macrociclos reduzidos do tipo clorina, em particular uma mistura de 
diasterioisómeros que após transformação mostraram ser alómeros hidroxilados da metil 
feoforbida a complexados com ião Zn(II) (derivado 3). 
A síntese dos derivados 7a-e através de uma condensação de Knoevenagel realizada de 
acordo com o método descrito na literatura foi conseguida com sucesso. Após o seu 
tratamento com um ácido de Lewis e acetilação foi possível obter com sucesso os 1-oxo-
1,3-heterodienos 8a-c. No entanto, os derivados resultantes da utilização de dissacarídeos 
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não permitiram obter as unidades 8d,e, não tendo sido possível observar a presença do ião 
molecular correspondente aos compostos desejados. 
A reação de hetero Diels-Alder entre o derivado 3 e as unidades de uracil-alditol 8a-c 
foi conseguida, tendo sido os compostos 9 obtidos com rendimentos que variaram entre os 
44% e 71%. A caracterização fotofísica permitiu verificar que os derivados preparados 
mantêm, de uma forma geral, as características espetroscópicas da clorina precursora. 
Por fim foi avaliada a capacidade dos compostos sintetizados gerarem 
1
O2 através da 
monitorização da degradação de DMA, tendo-se verificado que todos os derivados são 
capazes de gerar 
1
O2. A avaliação da fotoestabilidade permitiu verificar que os derivados 
preparados são relativamente fotoestáveis (% decaimento < 10%), apresentando uma 
fotoestabilidade superior ao éster metílico da Zn-Chl e6 (% decaimento > 40%) para as 
mesmas condições de irradiação. Conclui-se, deste modo, que estes compostos apresentam 
características adequadas para ser usados como potenciais PSs em Terapia Fotodinâmica. 
 
2.7. Parte experimental 
Os solventes utilizados neste trabalho foram purificados por destilação, exceto os que já 
eram de pureza analítica. Os reagentes comerciais utilizados não sofreram qualquer 
purificação prévia à sua utilização, à exceção do tolueno que foi seco em fio de sódio, e o 
metanol que foi purificado por destilação na presença de magnésio e iodo.  
A evolução das reações foi controlada por TLC, usando folhas plastificadas revestidas 
de sílica gel 60 (Merck) de 0,2 mm de espessura. As purificações em cromatografia de 
camada fina preparativa foram efetuadas em placas de vidro (20 x 20 cm), previamente 
revestidas de uma camada de sílica gel 60 (Merck), com uma espessura de 0,5 mm e secas 
na estufa a 120 ºC durante aproximadamente 12 h. As purificações por cromatografia em 
coluna foram efetuadas em coluna de vidro e utilizou-se sílica gel flash, de granulometria 
0,060-0,200 mm. Os eluentes utilizados quer na cromatografia em coluna, quer em camada 
fina preparativa são mencionados em cada caso e é indicada a sua proporção volumétrica.  
Os espetros de RMN de 
1
H foram obtidos em solução com os solventes deuterados 
referidos em cada espetro, num aparelho Bruker AMX 300, operando a uma frequência de 
300 MHz. Foi usado tetrametilsilano (TMS) como padrão interno (δ = 0 ppm), sendo os 
desvios químicos (δ) expressos em partes por milhão (ppm) e as constantes de acoplamento 
(J) em Hertz. Os assinalamentos inequívocos das ressonâncias dos protões foram obtidos 
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com recurso à técnica bidimensional COSY (
1
H/
1
H). Os espetros de massa obtidos por ESI 
foram efetuados num espetrómetro Micromass Q-Tof operado em modo positivo. Os 
espetros de absorção foram obtidos num espetrofotómetro UV-2501-PC Shimadzu e os 
espetros de emissão foram obtidos num espetrofluorímetro HORIBA-Jobin-Yvon 
Fluoromax 3. Todas as leituras foram realizadas em células de quartzo de caminho ótico de 
1 cm e em DMF. 
 
2.7.1. Síntese do complexo de zinco(II) do alómero da metil feoforbida a 3 
Num balão de fundo redondo adicionou-se Spirulina maxima moída e seca (100 g) e 
uma solução de metanol com 5% de H2SO4 (500 mL), a mistura foi deixada em agitação 
durante 48 h à temperatura ambiente e protegida da luz. Terminado este período, a mistura 
reacional foi filtrada e lavou-se o sólido obtido sequencialmente com metanol (300 mL) e 
acetato de etilo (300 mL). O solvente foi evaporado sob pressão reduzida e o crude obtido 
foi misturado com gelo (200 g) e refrigerado a 0 ºC. Findo este passo, procedeu-se à 
neutralização do resíduo com bicarbonato de sódio e depois de neutralizado foi transferido 
para um funil de placa porosa contendo sílica gel, fazendo-se eluir primeiro com água para 
remover os pigmentos amarelos, e depois com acetato de etilo para obtenção dos 
pigmentos verdes. A fração recolhida com acetato de etilo foi lavada com água e o solvente 
evaporado. O resíduo foi purificado em coluna de sílica gel flash usando uma mistura 
tolueno-acetato de etilo (9:1) como eluente tendo-se coletado em conjunto diversas frações 
verdes e evaporado à secura.  
As diversas frações verdes anteriormente recolhidas foram redissolvidas em metanol 
seco sob atmosfera de nitrogénio e foram deixadas em agitação durante 10 min. De 
seguida, adicionou-se uma solução de metóxido de sódio 0,5 mol.dm
-3
 (3,43 mL) e deixou-
se sob agitação 2 h a 0 ºC e overnight à temperatura ambiente. Terminada a reação, esta foi 
extraída com diclorometano e a fase orgânica foi evaporada a pressão reduzida. 
Posteriormente, redissolveu-se o resíduo em clorofórmio (90 mL) e à solução foi 
adicionado acetato de zinco(II) di-hidratado (515 mg, 2,35 mmol, 1,5 eq.) e metanol (30 
mL). A mistura reacional foi mantida sob agitação durante 25 min a 65 ºC e controlada por 
TLC. Terminada a reação, o solvente foi evaporado e o resíduo redissolvido em 
diclorometano, lavado com água e extraído com diclorometano. O solvente foi evaporado à 
secura e o resíduo foi purificado por cromatografia preparativa em camada fina, utilizando 
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uma mistura de tolueno:acetato de etilo (3:1) como eluente. Foram isoladas três frações, a 
fração mais polar e maioritária, constituída pelo composto 3 foi obtida com uma 
percentagem de 0,1% (100,4 mg) e identificadas duas frações menos polares, 1 e 2, que 
foram apenas isoladas para caracterização por ESI-MS. 
 
Composto 1: ESI-MS(+): m/z = 751,2 
[M+Na]
+
 
Composto 2: ESI-MS(+): m/z = 737,3 
[M+Na]
+
 
 
 
 
 Composto 3: RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz): δ 0,77-3,01 (m, 
diversos sinais correspondentes aos protões CH2-17
1
,-17
2
, 
CH3-8
2
, CH3-18
1
), 3,28-3,72 (m, diversos sinais 
correspondentes aos protões CH2-8
1
, OCH3-17, OCH3-13
2
, 
CH3-7
1
, CH3-2
1
, CH3-12
1
), 4,06 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-17) 4,42 
(1H, q, J = 8,1 Hz, H-18), 5,98-6,16 (2H, m, H-3
2
), 7,73-7,98 
(1H, m, H-3
1
), 8,48 e 8,49 (1H, 2s, H-20), 9,03 e 9,07 (1H, 2s, 
H-5), 9,28 e 9,36 (1H, 2s, H-10) ppm. ESI-MS(+): m/z = 707,3 [M+Na]
+
. UV-Vis (DMF): 
λmáx (log Ɛ) 427 (4,45); 523 (3,07); 566 (3,26); 609 (3,50); 657 (4,26) nm. 
 
2.7.2.  Preparação dos uracil-alditóis 8a-e 
2.7.2.1. Síntese dos uracil-alditóis desprotegidos 7a-e através da condensação de 
Knoevenagel  
Procedimento geral: 
Num balão de fundo redondo adicionou-se ácido 1,3-dimetilbarbitúrico 5 (1 eq.), água 
destilada (30 mL), carbonato de potássio (1 eq.) e o açúcar 6a-e apropriado (D-(+)-xilose, 
D-(+)-galactose, D-(+)-glucose, D-(+)-maltose mono-hidratada, D-(+)-lactose mono-
hidratada, respetivamente) (1 eq.). A mistura reacional foi colocada sob agitação magnética 
durante 5 h a 80 ºC. Após arrefecer até à temperatura ambiente a mistura reacional, esta foi 
concentrada a pressão reduzida até se obter cerca de 5 mL de solução. O produto da reação 
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foi precipitado em etanol. Os cristais do composto 7a,b foram filtrados sob vácuo e secos 
na estufa e o resíduo 7c-e foi evaporado à secura e seco na bomba de vácuo, encontrando-
se os seus rendimentos descritos na Tabela 2.3. 
 
Composto 7a: RMN 
1
H (D2O, 300 MHz): δ 3,11 (6H, s, 
N-CH3), 3,21 (1H, t, J = 10,5 Hz), 3,32 (1H, t, J = 9,0 
Hz), 3,53-3,63 (1H, m), 3,80-3,85 (1H, m), 4,23 (1H, t, J 
= 9,0 Hz), 4,33 (1H, d, J = 12 Hz) ppm. ESI-MS (+): m/z 
= 327,2 [M+H]
+
. 
 
Composto 7b: RMN 
1
H (D2O, 300 MHz): δ 3,13 (6H, s, 
N-CH3), 3,54 (1H, dd, J = 4,5 e 10,5 Hz), 3,60-3,64 (3H, 
m), 3,87 (1H, d, J = 6,0 Hz), 4,37 (1H, d, J = 9 Hz), 4,46 
(1H, t, J = 9 Hz) ppm. ESI-MS (+): m/z = 357,2 [M+H]
+
. 
 
Composto 7c: ESI-MS (+): m/z = 357,2 [M+H]
+
. 
 
 
 
 
Composto 7d: ESI-MS (+): m/z = 519,3 
[M+H]
+
. 
 
 
 
Composto 7e: ESI-MS (+): m/z = 519,4 
[M+H]
+
. 
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2.7.2.2. Preparação dos heterodienos 8 a partir da acetilação dos derivados 7  
Procedimento geral: 
Num balão de fundo redondo adicionou-se anidrido acético (50 mL), cloreto de 
zinco(II) anidro (18,25 eq.) e o composto 7a-e (1 eq) adequado, tapou-se o balão com uma 
rolha e deixou-se a mistura durante 1 h sob agitação magnética. A mistura reacional foi 
mantida à temperatura ambiente durante 24 h mas sem agitação mecânica. Posteriormente 
procedeu-se à extração do resíduo com diclorometano, evaporou-se a fase orgânica a 
pressão reduzida. Os produtos foram precipitados em etanol, arrefecendo-se o balão em 
gelo. Os cristais do composto 8a,b foram filtrados sob vácuo e secos na estufa e o resíduo 
8c-e foi evaporado e seco na bomba de vácuo, encontrando-se os seus rendimentos 
descritos Tabela 2.4. 
 
Composto 8a: RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz): δ 2,06 (3H, s, OAc), 
2,11 (3H, s, OAc), 2,12 (3H, s, OAc), 2,19 (3H, s, OAc), 3,34 (3H, 
s, N-CH3), 3,35 (3H, s, N-CH3), 4,14 (1H, dd, J = 6,0 e 12,0 Hz, H-
5), 4,38 (1H, dd, J = 4,5 e 13,5 Hz, H-5), 5,38-5,44 (1H, m, H-4), 
5,68 (1H, dd, J = 3,0 e 6,0 Hz, H-3), 6,48 (1H, dd, J = 3,0 e 9,0 Hz, 
H-2), 7,48 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-1) ppm. ESI-MS (+): m/z = 479,3 
[M+Na]
+
. 
 
 Composto 8b: RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz): δ 2,04 (6H, s, OAc), 
2,05 (3H, s, OAc), 2,16 (3H, s, OAc), 2,19 (3H, s, OAc), 3,33 (3H, 
s, N-CH3), 3,38 (3H, s, N-CH3), 3,90 (1H, dd, J = 7,5 e 11,6 Hz, H-
6), 4,31 (1H, dd, J = 5,0 e 11,6 Hz, H-6), 5,33-5,37 (1H, m, H-5), 
5,56 (1H, dd, J = 2,0 e 9,9 Hz, H-4), 5,68 (1H, dd, J = 1,9 e 9,9 Hz, 
H-3), 6,39 (1H, dd, J = 1,9 e 6,9 Hz, H-2), 7,40 (1H, d, J = 6,9 Hz, 
H-1) ppm. ESI-MS(+): m/z = 551,4 [M+Na]
+
. 
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 Composto 8c: ESI-MS (+): m/z = 551,4 [M+Na]
+
. 
 
 
 
 
 
 
 
2.7.3.  Preparação dos derivados 9a-c via reação de hetero Diels-Alder  
Procedimento geral: 
Num balão de fundo redondo adicionou-se composto 3 e o composto 8a-c e dissolveu-
se em tolueno seco (2 mL). Colocou-se o balão num banho de óleo, à temperatura de 
refluxo e sob agitação. A reação foi controlada por TLC, usando como referência o 
composto 3. Terminada a reação, evaporou-se o solvente sob pressão reduzida, e o resíduo 
foi redissolvido em diclorometano, procedendo-se de seguida à purificação por 
cromatografia de camada fina preparativa, utilizando uma mistura de 
diclorometano:metanol (2%) como eluente para separar os compostos formados. Os 
compostos obtidos, bem como o seu rendimento, encontram-se descritos na Tabela 2.5. 
 
 Composto 9a: RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz): δ 
0,80-4,22 (m, diversos sinais correspondentes aos 
protões do macrociclo e unidade açúcar, -OAc, N-
CH3), 4,31 (1H, dd, J = 4,8 e 11,6 Hz, H-17), 
4,43-4,53 (1H, m, H-18), 5,42-5,52 (2H, m), 5,63-
5,72 (1H, m), 6,02-6,11 (1H, m), 6,96-7,05 (1H, 
m), 8,57 e 8,59 (1H, 2s, H-20), 9,33 (1H, s, H-5), 
9,75 (1H, s, H-10) ppm. ESI-MS (+): m/z = 
1163,3 [M+Na]
+
. UV-Vis (DMF): λmáx (log Ɛ) 424 
(4,73); 521 (3,30); 564 (3,49); 606 (3,73); 653 (4,57) nm. 
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 Composto 9b: RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz):  
δ 0,80-4,22 (m, diversos sinais correspondentes 
aos protões do macrociclo e unidade açúcar, -
OAc, N-CH3), 8,51 e 8,56 (1H, 2s, H-20), 9,32 e 
9,36 (1H, 2s, H-5), 9,70 e 9,73 (1H, 2s, H-10) 
ppm. ESI-MS (+): m/z = 1235,5 [M+Na]
+
. UV-
Vis (DMF): λmáx (log Ɛ) 425 (4,28); 519 (2,95); 
564 (3,05); 606 (3,28); 653 (4,14) nm.  
 
 
 Composto 9c: RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz): δ 
0,79-4,57 (m, diversos sinais correspondentes aos 
protões do macrociclo e da unidade de açúcar, -
OAc. N-CH3), 5,09-5,20 (5H, m), 5,38-5,44 (1H, 
m), 5,47-5,54 (3H, m), 5,74-5,81 (2H, m), 6,00 
(2H, dd, J = 2,7 e 9,4 Hz), 6,91-7,04 (2H, m), 8,52 
e 8,56 (1H, 2s, H-20), 9,30 e 9,32 (1H, 2s, H-5), 
9,67 e 9,69 (1H, 2s, H-10) ppm. ESI-MS (+): m/z 
= 1213,4 [M+H]
+ 
e 1235,4 [M+Na]
+
. UV-Vis 
(DMF): λmáx (log Ɛ) 424 (4,41); 521 (2,97); 564 
(3,18); 606 (3,42); 653 (4,28) nm. 
 
2.7.4.  Medições espetrofotométricas e espetrofluorimétricas  
Os espetros de absorção foram obtidos num espetrofotómetro UV-2501-PC Shimadzu e 
os espetros de emissão foram obtidos num espetrofluorímetro HORIBA-Jobin-Yvon 
Fluoromax 3. Todas as medições foram realizadas a 20 ºC e em DMF. As caracterizações 
espetrofotométricas e espetrofluorimétricas foram realizadas em solução com recurso a 
células de quartzo de 1 x 1 cm . 
O rendimento quântico de fluorescência (ΦF) dos compostos em estudo foi determinado 
pela comparação com o éster metílico da Zn-Chl e6 (ΦF=0,14 em DMF). Em todos os 
casos, traçou-se o espetro de absorção do composto e do éster metílico da Zn-Chl e6 
(referência) e a absorvência foi mantida abaixo de 0,02 a aproximadamente 600 nm. Para 
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obtenção do espetro de emissão o comprimento de onda de excitação escolhido foi onde os 
dois espetros de absorção se cruzavam na penúltima banda Q (λ ≈ 600 nm). 
 
2.7.5.  Produção de oxigénio singleto e fotoestabilidade 
Em células de quartzo de 1 x 1 cm foram preparadas, em duplicado, soluções 
adicionando a cada célula composto 3, 9a-c, TPP e éster metílico da Zn-chl e6 
(referência) (λ = 420 nm; Abs ≈ 0,1), respetivamente e DMA (30 µM) em DMF (2,5 mL). 
Para o controlo foi adicionado à célula DMA (30 µM) em DMF (2,5 mL). As células 
foram irradiadas com luz de comprimento de onda 420 ± 2,5 nm obtida por interposição de 
um filtro na frente de fibra óptica de 400-500 nm acoplada a um sistema de irradiação 
LUMACARE L122 e com uma irradiância de 5,0 mW.cm
-2
, sob agitação magnética. A 
leitura das absorvências das soluções em cada célula foi realizada a 378 nm de minuto a 
minuto durante 15 min (900 s).  
Os ensaios de fotoestabilidade foram realizados ainda em células de quartzo que 
continham cada um dos compostos em estudo em solução de DMF de forma a obter uma 
concentração final de 0,5 µM. As células de quartzo foram irradiadas com luz vermelha 
proveniente de uma placa de LED’s (matrix 5 x 10), a um comprimento de onda de 640 ± 
20 nm e a uma irradiância de 9,0 mW.cm
-2
, sob agitação magnética. Os espetros de 
absorção das soluções, contidas em cada célula de quartzo, foram registados no 
espetrofotómetro de minuto a minuto até aos 5 min, e posteriormente de 5 em 5 min até aos 
25 min, e monitorizada a diminuição da absorvência da banda Soret.  
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Capítulo III – Inativação fotodinâmica de Staphylococcus aureus e 
Escherichia coli 
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3. Inativação fotodinâmica de Staphylococcus aureus e Escherichia coli  
3.1.  Contextualização 
No Capítulo I, já foi referido que o aumento de bactérias resistentes a antibióticos tem 
levado ao desenvolvimento de abordagens antibacterianas alternativas, destacando-se a 
inativação fotodinâmica (PDI). As potencialidades de PSs porfirínicos na fotoinativação 
microbiana têm sido amplamente investigadas, existindo diversos estudos que utilizam PSs 
de tipo clorina na fotoinativação de bactérias. Na Tabela 3.1 encontram-se sumariados 
alguns estudos de fotoinativação de Escherichia coli (E. coli, bactéria de Gram-negativo) e 
Staphylococcus aureus (S. aureus, bactéria de Gram-positivo) em que foram utilizados 
diversos derivados de tipo clorina na sua inativação. Neste trabalho destacamos estas duas 
bactérias, uma vez que a bactéria S. aureus é conhecida por ter uma elevada prevalência 
em feridas e em infeções hospitalares,
148
 e a bactéria E. coli ser patogénica para os 
humanos e outros animais, e, por ser de Gram-negativo, ser menos suscetível à 
fotoinativação do que as bactérias de Gram-positivo.
80,81
 
 
Tabela 3.1. Alguns PSs baseados em clorinas utilizados na inativação fotodinâmica de E. coli e S. 
aureus. 
Fotossensibilizador Efeito no microrganismo Referência 
 
 Redução de 7 log em S. aureus 
quando tratada com 1,0 µM de 
PS e 15 min de irradiação com 
luz branca a 90 mW.cm-2. 
 
 Redução de 7 log em E. coli 
quando tratada com 5,0 µM de 
PS e 30 min de irradiação. 
Ferreyra et al.149 
 
 Redução de 5 log em S. aureus 
quando tratada com 1,0 e 10 
µg.mL-1 de ambos PSs, sob 15 
J.cm-2, com luz vermelha a 660 
nm. Inativação de 8 log a 30 e 
40 J.cm-2. 
 
 Não há redução significativa 
em E. coli quando tratada com 
400 e 500 µg.mL-1 de PS e 60 
J.cm-2. 
Uliana et al.134 
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 Redução de 7 log em S. aureus 
quando tratada com 0,5 µM de 
PS e 5 min de irradiação com 
luz branca (45 J.cm-2). 
 
 Redução de 7 log em S. aureus 
quando tratada com 0,5 µM de 
PS e 10 min de irradiação com 
luz vermelha (90 J.cm-2). 
 
Costa et al.150 
 
 Redução de 5,0 log em E. coli 
bioluminescente quando tratada 
com 5 µM de PS com luz 
branca (43,2 J.cm
-2
), e redução 
de 6 log quando tratada com 20 
µM de PS. 
Mesquita et al.151 
 
Existem diferentes métodos para avaliar o potencial antimicrobiano in vitro de uma 
molécula.
152
 Os métodos mais conhecidos são a difusão em discos ou antibiogramas, e 
diluições em agar. O método de diluição é o mais utilizado, uma vez que permite uma 
avaliação quantitativa da atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias e fungos. 
Contudo, este método envolve o plaqueamento das amostras em estudo, com um consumo 
considerável de material laboratorial, tempos de incubação longos, e contagem de unidades 
formadoras de colónia (UFC), tornando-se por isso um processo moroso e 
dispendioso.
153,154
 Deste modo, torna-se importante utilizar métodos alternativos aos 
convencionais para avaliação da atividade microbiana para monitorizar a inativação 
fotodinâmica. De facto, o recurso a bactérias bioluminescentes na inativação fotodinâmica 
revelou ser rápido, sensível e económico.
154
 A bioluminescência refere-se ao processo de 
emissão de luz visível por organismos vivos e esta emissão está diretamente dependente da 
atividade metabólica do organismo.
153,154
 Deste modo, a inibição da atividade celular 
resulta num decréscimo da taxa de bioluminescência. A reação envolve a oxidação do 
mononucleotídeo de flavina reduzido (FMNH2) e de um aldeído de cadeia longa com 
emissão de luz azul-verde.
153
 Nas bactérias bioluminescentes, um operão com cinco genes 
(luxCDABE) codifica a luciferase e enzimas biossintéticas necessárias para a produção de 
luz. Os genes luxA e luxB codificam as subunidades α e β da luciferase, e os genes luxC, 
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luxD e luxE codificam proteínas para a produção do aldeído. O isolamento de genes 
responsáveis pela bioluminescência em bactérias e a habilidade para transferir esses genes 
para organismos procariotas e eucariotas ampliou consideravelmente o potencial uso da 
bioluminescência bacteriana, uma vez que a emissão de luz pela bactéria pode ser utilizada 
para monitorizar a atividade metabólica em tempo real, e consequentemente no caso da 
PDI, é possível avaliar os efeitos antibacterianos dos PSs na atividade metabólica das 
bactérias.
153
 
 
3.2. Inativação fotodinâmica de S. aureus pelos derivados 3 e 9a-c 
Sabe-se que os PSs neutros conseguem inativar eficientemente bactérias de Gram-
positivo uma vez que como já foi referido, estas não apresentam uma membrana externa, e 
assim os PSs conseguem difundir-se mais facilmente através da membrana.
81,82
  
Neste estudo, avaliamos a eficiência dos compostos 3 e 9a-c na fotoinativação da 
bactéria de Gram-positivo S. aureus ATCC. A uma cultura bacteriana em fase estacionária 
(10
7
-10
8
 unidades formadoras de colónias por mL (UFC/mL)) diluída em tampão fosfato 
salino (PBS), foi adicionado um volume apropriado do composto 3 e 9a-c de forma a obter 
uma concentração final de 5,0 µM. Foram preparados dois controlos - claro (CC) e escuro 
(CE). Ao CC não foi adicionado composto à suspensão bacteriana mas foi exposto à luz, e 
ao CE foi adicionado o composto à suspensão bacteriana, mas foi de seguida protegido da 
luz. Todas as amostras foram incubadas durante 15 min, e de seguida irradiadas com luz 
branca (lâmpadas fluorescentes), com uma irradiância de 2,7 mW.cm
-2
, durante 180 min. 
Alíquotas das suspensões bacterianas tratadas e dos respetivos controlos foram recolhidas 
no tempo 0 min e após os períodos pré-definidos de irradiação, sendo de seguida diluídas e 
plaqueadas por incorporação, tendo sido mantidas na estufa durante 24 h a 37 ºC, 
encontrando-se os resultados obtidos representados na Figura 3.1. 
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Figura 3.1. Viabilidade de S. aureus nas suspensões bacterianas durante o ensaio de inativação 
fotodinâmica com os compostos 3 e 9a-c a uma concentração de 5,0 µM usando luz branca PAR (380-700 
nm) a uma potência de 2,7 mW.cm-2, durante 180 min. Os valores são a média de três ensaios independentes. 
As barras de erro representam o desvio padrão e as linhas apenas combinam pontos experimentais. 
 
Pela análise da Figura 3.1 verificamos que todos os compostos testados não apresentam 
toxicidade no escuro para a bactéria S. aureus, uma vez que em todos os controlos escuros 
dos PS testados, não se observa diminuição da viabilidade bacteriana ao longo dos 180 min 
da experiência. A viabilidade da bactéria S. aureus, após irradiação, na ausência de PS, 
também se manteve constante, não ocorrendo qualquer efeito tóxico provocado pela luz. 
Desta forma, qualquer diminuição na viabilidade bacteriana deve-se à ação fotodinâmica 
do composto testado. Comparando os compostos testados, verifica-se que existe uma 
diferença significativa na eficiência de inativação de cada um deles. A clorina precursora 3 
e o derivado 9a revelaram-se significativamente mais eficientes que os derivados 9b e 9c 
(ANOVA, p < 0,05). Ambos os compostos, 3 e 9a, apresentam um perfil de inativação 
semelhante, apresentando uma redução da viabilidade bacteriana superior a 6 log de 
UFC.mL
-1
 ao fim de 180 min de irradiação. Por sua vez, os derivados 9b e 9c apresentam 
uma redução de apenas cerca de 2 logs de UFC.mL
-1
 face aos controlos. Os resultados 
obtidos permitem-nos inferir que no caso da inativação da S. aureus a conjugação da 
unidade uracil-alditol com o macrociclo tetrapirrólico não introduziu um aumento 
significativo da atividade antibacteriana (ANOVA, p > 0.05) como se pode observar na 
atividade antibacteriana evidenciada pelo conjugado 9a e o macrociclo precursor 3. A 
menor eficiência fotodinâmica dos conjugados 9b,c, preparados a partir da unidade de 
galactose (9b) e glucose (9c), pode ser devida às diferenças na produção de oxigénio 
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singleto por parte destes derivados, uma vez que o dano oxidativo das células-alvo deve-se 
essencialmente à produção de oxigénio singleto. O composto 3 e o derivado 9a com boas 
eficiências de inativação de S. aureus apresentam ambos um rendimento quântico de 
oxigénio singleto (ΦΔ) de 0,40 enquanto os derivados 9b e 9c apresentam um ΦΔ de 0,34 e 
0,37, respetivamente. No entanto, as significativas diferenças na inativação fotodinâmica 
observadas dever-se-ão provavelmente a fenómenos de agregação e a diferenças de uptake 
dos fotossensibilizadores. Para tal, estudos de uptake bacteriano e de agregação em PBS de 
cada fotossensibilizador poderão ajudar a elucidar melhor as significativas diferenças na 
eficiência fotodinâmica apresentadas pelos três derivados estudados. 
Estudos anteriores realizados pelo grupo de investigação da universidade de Aveiro em 
que se avaliou a influência das fontes de irradiação na inativação fotodinâmica de um 
bacteriófago demonstraram que para além do PS e da concentração utilizada, a fonte luz, a 
dose de luz e a irradiância aplicada influenciavam a inativação do bacteriófago.
155
 A 
eficiência de inativação demonstrou ser dependente do espetro de emissão da fonte luz 
utilizada.
155
  
Tendo em conta o espetro de emissão da luz branca utilizada (lâmpadas fluorescentes) e 
o espetro de emissão de outra fonte de luz disponível no laboratório (sistema de iluminação 
LUMACARE modelo 122), verificou-se que o espetro de absorção do composto 9a se 
encontra na sua maioria dentro da gama de emissão do sistema LUMACARE, enquanto a 
emissão das lâmpadas fluorescentes utilizadas por ter uma natureza mais descontínua não 
abrange grande parte das bandas de absorção apresentadas pelo derivado 9a (Figura 3.2). O 
mesmo comportamento ocorre com os derivados 3, 9b e 9c. 
 
 
Figura 3.2. Espetro emissão das diferentes fontes de luz disponíveis no laboratório (lâmpadas 
fluorescentes e sistema LUMACARE 122), e espetro de absorção do composto 9a. 
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Desta forma, na tentativa de melhorar a inativação fotodinâmica da S. aureus utilizando 
concentrações de PS menores e reduzindo tempos de tratamento, realizou-se um ensaio 
com o conjugado 9a a uma concentração de 1,0 µM, utilizando o sistema LUMACARE 
como fonte de luz. As amostras foram irradiadas durante 30 min a uma irradiância de 150 
mW.cm
-2
 e a eficiência fotodinâmica nestas condições comparada com os resultados 
previamente obtidos. Assim, na Figura 3.3 encontram-se apresentadas as eficiências 
fotodinâmicas das duas condições de inativação realizadas, e é possível observar que 
ocorre uma redução de cerca de 4 log nas UFC.mL
-1
 ao fim de 30 min na suspensão 
bacteriana tratada com 1,0 µM do conjugado 9a quando irradiada com luz com uma 
irradiância de 150 mW.cm
-2
.  
Ao comparar estes resultados com os obtidos quando é utilizada como fonte de 
irradiação as lâmpadas fluorescentes para irradiar a suspensão bacteriana tratada com 5,0 
µM podemos constatar que a eficiência fotodinâmica é claramente maior, mesmo ao fim de 
15 min de irradiação a 150 mW.cm
-2
 e a uma concentração de PS cinco vezes menor, 
obtendo-se uma redução na abundância bacteriana de  3,4 log UFC.mL-1. Considerando-
se que segundo a Sociedade Americana de Microbiologia (ASM) uma molécula pode ser 
considerada com propriedades bactericidas se for capaz de reduzir o inóculo original em 
mais de 3 log UFC.mL
-1
, podemos inferir que o conjugado 9a pode ser considerado, nas 
condições testadas, um agente bactericida após ativação com luz branca. 
 
 
Figura 3.3. Viabilidade de S. aureus nas suspensões bacterianas tratadas com o conjugado 9a a uma 
concentração de 1,0 µM usando luz branca (Sistema LUMACARE 122) a uma potência de 150 mW.cm-2, e a 
uma concentração de 5,0 µM usando luz branca PAR (380-700 nm) a uma potência de 2,7 mW.cm-2, durante 
30 min. 
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Na análise da capacidade fotoinativadora de S. aureus do conjugado 9a ao longo do 
tempo nos ensaios realizados, constata-se que quando se utilizou o sistema LUMACARE, 
com tempos de fotoinativação maiores que 15 min a eficiência de fotoinativação diminui 
(variação apenas de 0,8 log UFC.mL
-1 
entre a inativação dos primeiros 15 min e os 
segundos 15 min) como se pode observar na Figura 3.3. A perda de eficiência do 
conjugado 9a pode se ficar a dever a inúmeros fatores como seja a sua fotodegradação 
dada a irradiância usada ou a sua agregação em solução com consequente perda de 
capacidade geradora de oxigénio singleto. Nesse sentido foi avaliada a fotoestabilidade do 
conjugado 9a em solução de DMF quando irradiado com o sistema LUMACARE e a uma 
irradiância de 150 mW.cm
-2
. Os resultados obtidos (Anexos B – Figura B1) permitiram 
verificar que ao fim de 15 min a absorção do PS em solução apresenta uma diminuição de 
 50% encontrando-se ao fim de 30 min de tratamento apenas  30% do PS inicial; ou seja, 
o composto 9a revelou ser muito mais fotoinstável nas condições de irradiação testadas 
(luz branca a 150 mW.cm
-2
) do que quando irradiado com luz vermelha a 9,0 mW.cm
-2
. 
Tal facto justifica plenamente os resultados obtidos, isto é, durante a realização do ensaio 
de fotoinativação, o conjugado 9a está a ser fotodegradado, e como tal para tempos longos 
de fotoinativação não se alcança um significativo incremento na eficiência de 
fotoinativação. 
 
3.3. Inativação fotodinâmica de E. coli bioluminescente pelos derivados 3 e 9a 
Como já foi referido, os PSs neutros não apresentam inibições significativas em 
bactérias de Gram-negativo. Contudo, testou-se a eficiência do composto não catiónico 3 
em inativar a bactéria E. coli bioluminescente. Recorreu-se a uma bactéria bioluminescente 
para monitorizar a viabilidade bacteriana em tempo real, uma vez que a inibição da 
atividade celular resulta na diminuição da taxa de bioluminescência. A uma cultura 
bacteriana em fase estacionária ( 107 unidades relativas de luz (URL)) diluída em PBS, 
foi adicionado um volume apropriado do PS 3 de forma a obter uma concentração final de 
10 µM, e preparados os controlos necessários. As suspensões bacterianas foram incubadas 
durante 15 min e de seguida irradiadas com luz branca PAR (380-700 nm), com uma 
irradiância de 2,7 mW.cm
-2
, durante 180 min. Alíquotas das suspensões bacterianas e 
controlos foram recolhidas no tempo 0 e após os períodos pré-definidos de irradiação, e a 
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sua bioluminescência medida no luminómetro (GloMax
®
 20/20 Luminometer, Promega, 
Madison, WI, USA). Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 3.4A. 
Os resultados obtidos permitem observar que o PS 3 a uma concentração de 10 µM não 
provocou diminuição significativa da viabilidade bacteriana. As pequenas variações 
observadas na emissão de luz da bactéria bioluminescente pode ficar-se a dever a pequenas 
variações de temperatura durante o decorrer do ensaio, uma vez que a emissão de luz pela 
E. coli bioluminescente transformada é bastante sensível a variações de temperatura. Estes 
resultados vão ao encontro dos estudos reportados na literatura, uma vez que os PSs 
neutros apresentam pouca ou nenhuma atividade para inativar bactérias de Gram-negativo, 
a não ser que se usem abordagens que permitam a permeabilização da membrana 
externa.
81,82,86
 
Recentemente têm surgido estudos do efeito concomitante do iodeto de potássio (KI) 
para potenciar a ação de PSs, bem como do efeito sinérgico da combinação de dois PSs.
156–
160
 De facto, Huang et al.
156
 reportaram que a adição de um sal inorgânico não tóxico como 
o iodeto de potássio (KI), numa concentração de 50 e 100 mM a uma suspensão de E. coli 
tratada com Photofrin – PS não catiónico – provocou uma fotoinativação superior a 6 log, 
enquanto sem a adição de KI não ocorreu fotoinativação bacteriana. Inativações análogas 
(superiores a 6 logs) foram observadas em mais quatro espécies diferentes de bactérias de 
Gram-negativo (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e 
Acinetobacter baumannii) após a adição de KI na concentração de 100 mM.  
O mecanismo de ação envolvido na ação combinada PS/KI aparenta passar pela geração 
de iodo molecular/tri-iodeto (I2/I3
-
).
156
 Os autores apresentaram duas hipóteses pela qual o 
1
O2 consegue oxidar o anião iodeto. Na primeira hipótese, é sugerido que haja a 
transferência de um eletrão do 
1
O2 para formar radicais iodeto, e ao mesmo tempo formar-
se o anião radical superóxido que pode sofrer dismutação/desproporcionação produzindo 
peróxido de hidrogénio (Esquema 3.1a). Como esta reação não é termodinamicamente 
favorável, a oxidação do iodeto pelo 
1
O2 não ocorre na maioria das condições. Assim a 
segunda hipótese possível é a ocorrência de uma reação de adição de 
1
O2 com o iodeto 
(Esquema 3.1b). Desta forma ocorre a formação do anião tri-iodeto e peróxido de 
hidrogénio, havendo consumo de oxigénio. Uma das evidências observadas a favor do 
mecanismo de adição é que, apesar de se ter observado maior formação de peróxido de 
hidrogénio, não foi observado formação de anião radical superóxido pelo que foi proposto 
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pelos autores a reação global para explicar o mecanismo de ação envolvido (Esquema 
3.1c).
156
 
 
 
Esquema 3.1. Equações envolvidas nos mecanismos prováveis envolvendo o anião iodeto e 1O2.
156
 
 
Assim foi avaliada a capacidade do derivado não catiónico 3 inativar a E. coli 
bioluminescente na presença de KI. A uma cultura bacteriana em fase estacionária (≈ 107 
unidades relativas de luz (URL)) diluída em PBS, foi adicionado um volume apropriado do 
PS 3 de forma a obter uma concentração final de 5,0 e 10 µM, e uma solução de KI para se 
obter a concentração final de 50 mM e preparados os controlos necessários. As suspensões 
bacterianas foram sujeitas às mesmas condições de incubação e de irradiação que o ensaio 
anterior. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 3.4B 
Pela análise da Figura 3.4B, verifica-se que o PS 3 a uma concentração de 5,0 e 10 µM 
na presença de KI a 50 mM não provocou uma diminuição significativa na viabilidade da 
bactéria, uma vez que as diferenças observadas entre a amostra tratada e os respetivos 
controlos escuros e claros não são significativas. As pequenas variações observadas na 
emissão de luz da bactéria bioluminescente pode, mais uma vez, ficar-se a dever a 
pequenas variações de temperatura durante o decorrer do ensaio, uma vez que a emissão de 
luz pela E. coli bioluminescente transformada é bastante sensível a variações de 
temperatura. Conclui-se assim que nas condições estudadas o KI não conseguiu potenciar o 
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efeito do PS 3, não se observando uma diminuição significativa da viabilidade de E. coli 
quando comparado com os controlos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4. Monitorização da bioluminescência de E.coli nas suspensões bacterianas durante o ensaio de 
inativação fotodinâmica na presença de A. PS 3 na concentração de 10 µM e B. PS 3 na concentração de 5,0 
e 10 µM e 50 mM de KI, usando luz branca PAR (380-700 nm) a uma potência de 2,7 mW.cm-2, durante 180 
min. 
 
O azul-de-metileno (MB) é um dos PSs antimicrobianos não porfirínicos mais 
estudados, tendo já demonstrado eficiência para inativar bactérias de Gram-negativo, 
incluindo a E. coli.
158,161
 O MB atua pelo mecanismo do tipo I, produzindo ROS, e também 
pelo mecanismo do tipo II, gerando oxigénio singleto.
158
 O MB apresenta uma ligação 
competitiva para os catiões divalentes das paredes celulares bacterianas. Estas interações 
PS-catiões provocam um deslocamento dos iões com maior uptake de PS.
161
  
Desta forma, num segundo estudo preliminar foi testado o efeito concomitante da 
combinação do MB com o PS 3, de forma a potenciar a ação fotodinâmica na inativação da 
E. coli bioluminescente. A concentração de composto 3 testada foi de 5,0 µM e a de MB 
foi de 25 µM. As amostras foram incubadas e irradiadas nas mesmas condições do ensaio 
anterior e os resultados obtidos encontram-se sumariados na Figura 3.5. 
Pela análise da Figura 3.5 observa-se que o CE do MB bem como o CC da bactéria não 
provocou qualquer efeito citotóxico na viabilidade de E. coli, no entanto quando a 
suspensão bacteriana foi irradiada na presença de MB a 25 µM observou-se um decréscimo 
na emissão de bioluminescência em cerca 4,3 log URL. A suspensão bacteriana incubada 
15 min com o composto 3 na presença de MB mostrou uma redução da luminescência 
idêntica à redução obtida apenas pelo MB. Assim, pode-se concluir que a inativação da 
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bactéria E. coli deve-se apenas à ação fotodinâmica do MB, não ocorrendo deste modo um 
efeito sinérgico e que o composto 3 não apresenta qualquer capacidade de inativação de E. 
coli. Foi ainda realizado um estudo preliminar com o derivado de xilose 9a a uma 
concentração de 50 µM, não se tendo verificado qualquer inativação da bactéria E. coli 
bioluminescente.  
 
 
Figura 3.5. Monitorização da bioluminescência de E.coli nas suspensões bacterianas durante o ensaio de 
inativação fotodinâmica com o composto 3 a uma concentração de 5,0 µM e adição de 25 µM de MB, usando 
luz branca PAR (380-700 nm) a uma potência de 2,7 mW.cm-2, durante 180 min. 
 
3.4.  Conclusões 
O principal objetivo deste capítulo foi avaliar a potencial atividade antibacteriana dos 
compostos sintetizados 3 e 9a-c. As bactérias testadas foram S. aureus (Gram-positivo) e 
E. coli bioluminescente (Gram-negativo). Em relação à fotoinativação de S. aureus, os 
compostos 3 e 9a foram os mais eficientes, com reduções da viabilidade bacteriana 
superior a 6 log (99,9999%). Os derivados 9b e 9c apresentam reduções menores mas 
mesmo assim de cerca de 2 log (99%). Conclui-se assim que dependendo da unidade de 
açúcar introduzida a capacidade de fotoinativação da bactéria S. aureus varia, uma vez que 
o derivado com a unidade de xilose (9a) demonstrou ser melhor PS que os derivados com a 
unidade de galactose (9b) e glucose (9c). A produção de oxigénio singleto por cada um dos 
compostos poderá estar associada à capacidade de inativação, no entanto não poderemos 
excluir fenómenos de agregação e uptake como responsáveis pelas diferenças observadas. 
Os estudos de inativação de E. coli bioluminescente mostraram que a clorina precursora 
3 e o conjugado 9a não conseguiram inativar esta bactéria a uma concentração de 10 e 50 
µM, respetivamente. A adição de iodeto de potássio ou azul-de-metileno não potenciaram 
a eficiência fotodinâmica do derivado 3. 
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Conclui-se assim que os derivados 3 e 9a demonstram ser promissores na inativação 
fotodinâmica de S. aureus para uma aplicação clínica. 
 
3.5.  Parte Experimental 
3.5.1. Preparação das soluções stock 
Foram preparadas soluções stock de 500 µM dos compostos 3 e 9a-c, em DMSO, e 
estes foram sonicados durante 30 minutos previamente a cada ensaio. 
 
3.5.2. Ensaio de inativação fotodinâmica de S. aureus 
Uma colónia de S. aureus (ATCC 6538) foi inoculada em Brain Heart Infusion 
(Liofilchem, Italy) a 37 ºC durante 24 h a 120 rpm. Subsequentemente uma alíquota de 100 
µL foi transferida para meio fresco (10 mL) e cresceu nas mesmas condições, de forma a 
atingir a fase estacionária correspondendo a uma concentração de 10
7
-10
8
 UFC.mL
-1
. 
A cultura bacteriana na fase estacionária foi diluída 10 vezes em PBS, e a suspensão 
bacteriana foi distribuída em copos de vidro esterilizados. O volume apropriado de 
composto foi adicionado de forma a obter as concentrações finais de 5,0 µM para os 
compostos 3 e 9b-c, e de 5,0 e 1,0 µM para o composto 9a. Durante os ensaios foram 
realizados os CCs e CEs: no CC não foi adicionado composto e este foi exposto à luz; ao 
CE foi adicionado composto, mas este foi protegido da luz com papel de alumínio. No 
período de pré-irradiação as amostras foram incubadas durante 15 min sob agitação e 
protegidas da luz. As amostras foram irradiadas com luz branca (radiação PAR, 13 
OSRAM 21 lâmpadas de 18 W, 380-700 nm) com uma irradiância de 2,7 mW.cm
-2
 e com 
luz branca (400-800 nm) fornecida a partir de um fibra acoplada a uma lâmpada de 
quartzo/halogéneo de 250 W (sistema LUMACARE 122, EUA) com uma irradiância de 
150 mW.cm
-2
,
 
durante 180 min e 30 min, respetivamente, sob agitação. Alíquotas da 
amostra testada e controlos foram recolhidas no tempo 0 min e após os períodos pré-
definidos de irradiação, sendo de seguida diluídas e plaqueadas em duplicado por 
incorporação em placas com meio de agar (Liofilchem, Italy), e posteriormente estas foram 
mantidas na estufa durante 24 h a 37 ºC. 
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3.5.3. Transformação da E. coli 
Dois plasmídeos (pHK724 e pHK555) foram inseridos em E. coli Top10 (Invitrogen, 
EUA).
153
 Estes plasmídeos contêm o operão lux da bactéria bioluminescente Vibrio 
fischeri, necessário para produção de luz. O plasmídeo pHK724 contém o replicão ColE1, 
um marcador resistente à ampicilina e um gene luxR, cujo produto génico é uma proteína 
reguladora da transcrição. O plasmídeo pHK555 contém um replicão P15A, um marcador 
resistente ao cloranfenicol e um operão luxCDABE funcional. O gene luxR de pHK555 
está inativo devido à inserção de DNA fágico. Quando pHK724 é inserido na E. coli 
contendo pHK555, as colónias crescem em meio seletivo e são bioluminescentes. 
 
3.5.4. Ensaio de inativação fotodinâmica de E. coli bioluminescente 
Uma colónia de E. coli bioluminescente foi inoculada em Tryptic Soy Broth 
(Liofilchem, Italy) (10 mL) a 25 ºC e incubada durante 24 h a 120 rpm. Subsequentemente 
uma alíquota de 100 µL foi transferida para meio fresco (10 mL) e cresceu nas mesmas 
condições, de forma a atingir a fase estacionária correspondendo a 10
7
 unidades relativas 
de luz (URL). 
A cultura bacteriana na fase estacionária foi diluída 10 vezes em PBS, e a suspensão 
bacteriana foi distribuída em copos de vidro esterilizados. O volume apropriado de 
composto foi adicionado de forma a obter as concentrações finais requeridas, 5,0 e 10 µM 
para o composto 3, e 50 µM para o composto 9a. Dependendo da adição de KI ou MB foi 
adicionado um volume apropriado para obter a concentração final de 50 mM e 25 µM, 
respetivamente. Durante os ensaios foram realizados os CCs e CEs: no CC não foi 
adicionado composto e este foi exposto à luz; ao CE foi adicionado composto, mas este foi 
protegido da luz com papel de alumínio. No ensaio com KI foi realizado adicionalmente 
um CC em que foi adicionada apenas suspensão bacteriana e no ensaio com MB, foram 
realizados um CC e um CE aos quais foi adicionada suspensão bacteriana e MB. No 
período de pré-irradiação as amostras foram incubadas durante 15 min sob agitação e 
protegidas da luz. Durante o ensaio, as amostras foram mantidas sob agitação e os copos 
colocados sob um banho de água de forma a manter a temperatura entre 23-25 ºC. As 
amostras foram irradiadas com luz branca (radiação PAR, 13 OSRAM 21 lâmpadas de 18 
W, 380-700 nm) com uma potência de 2,7 mW.cm
-2
, durante 180 min, sob agitação. 
Alíquotas da amostra testada e controlos foram recolhidas no tempo 0 min e após os 
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períodos pré-definidos de irradiação, e foi medida a bioluminescência, em triplicado, no 
luminómetro (GloMax
®
 20/20 Luminometer, Promega, Madison, WI, USA). 
 
3.5.5. Estatística 
A análise estatística foi apenas realizada para as experiências com três ensaios 
independentes. A análise estatística foi realizada usando o IBM SPSS (SPSS 22.0, USA). 
A significância da diferença de inativação bacteriana entre os diferentes compostos foi 
avaliada pelo modelo de análise de variância univariada (one-way ANOVA) com teste de 
Bonferroni. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
87 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo IV – Terapia Fotodinâmica em linhas celulares da 
próstata humana 
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4. Terapia Fotodinâmica em linhas celulares da próstata humana 
4.1.  Cancro da Próstata e situação atual da PDT 
O cancro da próstata (PCa) é o segundo cancro mais comum em homens, estimando-se 
em 2016, que tenham surgido cerca de 180.890 novos casos nos Estados Unidos e tenham 
resultado em 26.120 mortes.
162
 Em Portugal, de acordo com os dados de 2009, o PCa é o 
cancro mais frequente entre homens, com 5.433 novos casos, o que representa cerca de 
22,4% dos casos de cancro diagnosticados.
163
 A idade avançada, a etnia negra e o historial 
familiar do doente são os fatores de risco mais frequentemente associados com o PCa.
164
 
Também os fatores de risco ambientais tais como hábitos alimentares, infeções 
sexualmente transmissíveis, são também associadas à doença. Apesar da incidência da 
doença ter aumentado, a mortalidade tem vindo a diminuir, devendo-se, em parte, à 
deteção precoce da doença como resultado da implementação de um teste sanguíneo para 
um biomarcador tumoral, conhecido como antigénio específico da próstata (PSA) e 
também avanços significativos na terapêutica de PCa, por exemplo, a sipuleucel T, uma 
vacina para o tratamento do cancro aprovada em 2010 pela FDA, melhora a sobrevivência 
de homens com PCa avançado.  
Atualmente, existem disponíveis opções de tratamento para cada estágio e grau da 
doença. No entanto, a terapia ideal ainda não foi encontrada e a eficácia do tratamento 
varia com a progressão do cancro. Os tumores localizados podem ser eficientemente 
tratados por cirurgia ou radioterapia, contudo, este tratamento é associado à disfunção 
urinária, sexual e intestinal. Quando os tumores se disseminam, a terapia de privação de 
androgénio é a opção, uma vez que as células não vão crescer nem sobreviver sem este. 
Contudo, este procedimento, que é realizado por castração cirúrgica ou química, 
normalmente resulta numa regressão incompleta do tumor e eventualmente o tumor torna-
se independente de castração, ou seja, o tumor evolui de uma forma sensível a androgénios 
para uma forma independente de androgénios, levando ao aparecimento de metástases.
164
 
A terapia focalizada destina-se a tratar uma determinada região do cancro enquanto deixa 
outras áreas sem tratar, tendo como exemplo a modalidade de entrega de tratamento, os 
ultra-sons focados de alta intensidade, a crioterapia e a PDT.
165
 
A PDT tem sido testada para tratar diversos tipos de cancro, entre os quais o PCa.
165
 A 
próstata é um órgão-alvo interessante para PDT, uma vez que o cancro da próstata é muitas 
vezes confinado localmente e já existem técnicas para administração intersticial de 
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radiação que são facilmente adaptadas.
166
 Nesta dissertação vamos dar ênfase aos estudos 
que aplicam PSs do tipo clorina no tratamento de PCa. Num estudo dos University College 
London Hospitals, a meso-tetra-hidroxifenilclorina, m-THPC ou Foscan
®
, (Figura 4.1a) foi 
testada em 6 homens com cancro da próstata inicial.
167
 A abordagem não envolveu o 
tratamento de toda a próstata, mas apenas de áreas de cancro detetadas por biopsia. Apesar 
de alguns pacientes terem experienciado alguns efeitos secundários, foi observada uma 
redução dos valores de PSA após 8 sessões de PDT, e as biopsias das áreas tratadas 
revelaram necrose e fibrose em 1-2 meses.
167
 O TOOKAD, padoporfin, (Figura 4.1b) é um 
derivado de bacterioclorofila pura substituída com paládio, e atua pelo dano da vasculatura 
e alteração do fornecimento sanguíneo.
165
 Diversos estudos investigaram o potencial de 
TOOKAD como tratamento de PCa, particularmente em doentes em que a radioterapia 
falhou.
165
 Um ensaio de fase II com 28 pacientes com PCa localizado recorrente após falha 
na radioterapia, tinha o objetivo de tratar todo o órgão pelo bloqueio do fornecimento de 
sangue para a próstata com preservação dos tecidos em redor.
168
 A estratégia neste ensaio 
passava por aumentar a dose de luz recebida por toda a próstata até atingir o tratamento 
completo da próstata. Os resultados mostraram que o tratamento de toda a próstata foi 
possível com efeitos mínimos nos órgãos em redor, bem como uma melhor eficácia do 
tratamento com o aumento da dose de luz.
168
 Petri et al.
169
 reportaram um estudo 
comparativo entre o Foscan
®
 e uma nova formulação lipossomal PEGylated, Fospeg, e 
testaram a capacidade deste último para melhorar a eficácia da PDT, usando uma linha 
celular de cancro da próstata, LNCaP. Os resultados demonstraram que a nova formulação 
aumenta a concentração intracelular quando comparado com o Foscan
®
 e melhorava a sua 
atividade fotodinâmica, uma vez que a uma concentração de 0,22 µM e uma dose de 
energia de 180 mJ.cm
-2
 (laser de díodo de elevado brilho de 652 nm) resultava na morte de 
50% das células, enquanto para obter o mesmo resultado com o Foscan
® 
era necessária 
uma concentração de 1,8 µM.
169
 Num outro estudo, Darmostuk et al.
170
 sintetizaram 
conjugados de espermina, tanto na sua forma natural como no seu análogo protegido Boc, 
com a purpurina 18 e a feoforbida a (Figura 4.1c)). Num ensaio preliminar a linha celular 
de PCa, LNCaP, foi incubada durante duas horas com os compostos sintetizados bem 
como as clorinas naturais (feoforbida a (Pheo a) e purpurina 18 (P18)), nas concentrações 
de 0,2, 2,0 e 20 µM, sendo depois irradiadas com uma dose de luz de 45 J.cm
-2
 e deixadas 
a incubar durante 24 h. Os resultados mostraram que os conjugados Pheo a/espermina, 
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Pheo a/espermina-Boc e o conjugado P18/espermina-Boc eram menos tóxicos do que os 
seus núcleos correspondentes (Pheo a e P18). O conjugado P18/espermina apresentava 
uma toxicidade semelhante à P18 e à Pheo a. Nos estudos posteriores apenas foram 
testados estes três últimos compostos, nas concentrações de 0,08, 0,2, 0,4, 0,8 e 2,0 µM, 
com um tempo de incubação de 2 h. Após esse período foi adicionado meio fresco e 
incubaram durante 90 min e 150 min. Os resultados demonstraram uma elevada 
fototoxicidade do conjugado P18/espermina quando comparado com a P18 e a Pheo a.
170
  
 
 
Figura 4.1. Representação da estrutura de a) Foscan
®
, b) TOOKAD
®
, e c) conjugados de espermina, 
tanto na sua forma natural como no seu análogo protegido Boc, com a P18 e a Pheo a. 
 
4.2. Ensaio de citotoxicidade e fototoxicidade em linhas PC-3 e PNT-2 
Neste estudo avaliou-se o potencial fotodinâmico de dois dos derivados de clorina 
conjugados com unidades de uracil-alditol preparados, os conjugados 9a e 9b. A atividade 
citotóxica e fototóxica foi avaliada contra duas linhas celulares da próstata humana, as 
PNT-2 (células epiteliais pré-neoplásicas da próstata, imortalizadas com genoma SV40), e 
as PC-3 (células de adenocarcinoma prostático, grau IV, isoladas de metástases ósseas). 
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Em cada linha celular cultivada em monocamada foram estudadas três concentrações 
diferentes de composto 9a e 9b (0,1; 1,0 e 10 µM) e estes foram incubados durante 4 h no 
escuro a 37 ºC. Células sem tratamento, bem como as células tratadas com 1% de DMSO 
foram utilizadas como controlos. As microplacas foram expostas após o período de 
incubação a uma fonte de luz vermelha com uma irradiância de 1,28 mW.cm
-2
 durante 20 
min e deixadas na estufa a 37 ºC durante 24 h. Após este período de incubação, foi 
analisada a viabilidade celular. Foi, adicionalmente, preparada uma microplaca tratada da 
mesma forma, mas que não foi submetida a irradiação, servindo assim como controlo 
escuro e permitindo avaliar a citotoxicidade dos compostos no escuro. 
 A viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio do AlamarBlue (AB) através da 
leitura de absorvência a 570 e 600 nm. O AB é um corante solúvel em água que tem sido 
utilizado para quantificação in vitro da viabilidade de células.
171,172
 Uma vez que é muito 
estável e não tóxico para as células, é possível a monitorização contínua das culturas 
celulares através do tempo. Quando o AB é adicionado às culturas celulares, a forma 
oxidada do AB entra no citosol e este é convertido na sua forma reduzida pela atividade da 
enzima mitocondrial por aceitação dos eletrões do NADPH, FADH, FMNH, NADH, assim 
como dos citocromos.
172
 A reação de redução-oxidação é acompanhada pela mudança da 
cor do meio de cultura de azul índigo para rosa fluorescente, o qual pode ser facilmente 
avaliado por medição colorimétrica ou fluorométrica. O número de células viáveis 
correlaciona com a magnitude de redução de corante e é expresso como percentagem de 
AB reduzido (% AB reduzido).
171,172
 O ensaio de viabilidade celular foi realizado de 
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante, e a % AB reduzido foi calculada através 
da seguinte fórmula: 
 
% 𝐴𝐵 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑧𝑖𝑑𝑜 =
(𝜀𝑜𝑥𝜆2)(𝐴𝜆1) − (𝜀𝑜𝑥𝜆1)(𝐴𝜆2)
(𝜀𝑟𝑒𝑑𝜆1)(𝐴′𝜆2) − (𝜀𝑟𝑒𝑑𝜆2)(𝐴′𝜆1)
 × 100 
 
onde, ε𝜆1 e ε𝜆2 são constantes que representam o coeficiente de extinção molar do AB a 
570 e 600 nm, respetivamente, nas suas formas oxidada, 𝜀𝑜𝑥, e reduzida, 𝜀𝑟𝑒𝑑. 𝐴𝜆1 e 𝐴𝜆2 
representam a absorvência dos poços testados, a 570 e 600 nm, respetivamente, e 𝐴′𝜆1 e 
𝐴′𝜆2 representam a absorvência dos poços do controlo negativo, a 570 e 600 nm, 
respetivamente. 
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Além das concentrações testadas, foi previamente realizado um ensaio de citotoxicidade 
a uma concentração de 100 µM. Os resultados demonstraram que ambos os compostos 
eram citotóxicos a esta concentração (resultados não apresentados). Desse modo optou-se 
por excluir essa concentração dos ensaios posteriores. 
 
Na Figura 4.2 encontra-se os resultados obtidos para o ensaio de citotoxicidade e 
fototoxicidade dos compostos 9a e 9b para a linha celular PNT-2. Neste estudo verifica-se 
que a concentração de 1% de DMSO utilizada não é tóxica para as células PNT-2 
(resultado não apresentado) (ANOVA, p > 0,05). Pela análise dos resultados obtidos 
podemos constatar que ambos os compostos 9a e 9b não apresentam citotoxicidade no 
escuro até à concentração máxima testada (10 µM) (ANOVA, p > 0,05). No entanto, 
quando sujeitos a PDT, ambos os compostos 9a e 9b demonstram fototoxicidade na 
concentração de 10 µM (ANOVA, p < 0,05). O derivado 9a apresenta ainda fototoxicidade 
na concentração intermédia de 1,0 µM (ANOVA, p < 0,05). 
 
 
Figura 4.2. Viabilidade das células PNT-2 durante o ensaio de terapia fotodinâmica com os compostos 
9a,b a uma concentração de 0,1, 1,0 e 10 µM usando luz vermelha (1.28 mW.cm-2) durante 20 min. Os 
valores são a média de três ensaios independentes. As barras de erro representam o desvio padrão. 
 
Igualmente os compostos 9a e 9b mostraram-se fototóxicos para a linha celular PC-3 
como se pode observar na Figura 4.3. Novamente a concentração de 1% de DMSO 
utilizada não é tóxica paras as células PC-3 (resultado não apresentado) (ANOVA, p > 
0,05), e ambos os compostos testados não apresentam citotoxicidade no escuro (ANOVA, 
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p > 0,05). O composto 9a tal como acontecia na linha celular PNT-2, é fototóxico nas 
concentrações de 1,0 e 10 µM, enquanto que o composto 9b é-o apenas na concentração de 
10 µM (ANOVA, p < 0,05).  
 
 
Figura 4.3. Viabilidade das células PC-3 durante o ensaio de terapia fotodinâmica com os compostos 
9a,b a uma concentração de 0,1, 1,0 e 10 µM usando luz vermelha (1.28 mW.cm-2) durante 20 min. Os 
valores são a média de três ensaios independentes. As barras de erro representam o desvio padrão. 
 
Os resultados destes estudos demonstram um resultado bastante interessante, uma vez 
que ambos os compostos foram capazes de reduzir a viabilidade celular das células 
cancerígenas (PC-3) e pré-malignas (PNT-2) após exposição à luz vermelha de baixa 
intensidade durante 20 min. No entanto, os estudos devem ser estendidos a outras linhas 
celulares. 
Um outro resultado observado, pela análise das Figuras 4.2 e 4.3, é o facto de a unidade 
de açúcar introduzida, aparentemente, não afetar a capacidade dos compostos em reduzir a 
viabilidade das duas linhas celulares nas concentrações de 0,1 e 10 µM (ANOVA, p > 
0,05), mas na concentração de 1,0 µM verifica-se que o derivado 9a é mais eficiente que o 
derivado 9b em reduzir a viabilidade das células PC-3 (ANOVA, p < 0,05). Os estudos de 
localização celular podem ajudar a compreender a ação de ambos os PSs.  
 
4.3. Determinação do uptake intracelular 
Com o intuito de se verificar qual o tempo de incubação mais adequado, foi realizado 
um estudo preliminar de uptake celular de forma a perceber o tempo ideal que o PS 
necessita para entrar e se acumular na célula. Neste ensaio foi avaliado o potencial do 
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derivado 9a se acumular intracelularmente nas células da próstata humana. Em cada linha 
celular (PNT-2 e PC-3) cultivada em monocamada foram estudadas as duas melhores 
concentrações, do derivado 9a, observadas no ensaio da fototoxicidade (1,0 e 10 µM) e 
estes foram incubados durante 1, 4, 6 e 24 h no escuro a 37 ºC. Após o fim do período de 
incubação foi determinada a fluorescência intracelular do derivado 9a, através da leitura de 
fluorescência (λex = 424 nm e λem = 660 nm). Na Figura 4.4 encontra-se os resultados 
obtidos para o ensaio de uptake do composto 9a para ambas as linhas celulares. 
 
 
Figura 4.4. Uptake celular do derivado 9a pelas células PC-3 e PNT-2. O composto 9a foi incubado no 
escuro a uma concentração de 1,0 e 10 µM, durante 1, 4, 6 e 24 h com as células PC-3 e PNT-2. 
 
Para ambas as linhas celulares, PC-3 e PNT-2, verifica-se um aumento da concentração 
intracelular de composto 9a, com o aumento da concentração. Em todos os tempos de 
incubação, o uptake é ligeiramente maior por parte das células PC-3, em relação às células 
PNT-2. Às 4 h de incubação observou-se para as células PC-3 e PNT-2 uma concentração 
intracelular de composto 9a de  0,02 µM, quando as células eram incubadas à 
concentração de 1,0 µM, e de  0,12 µM quando eram incubadas à concentração de 10 
µM. Estes resultados corroboram de alguma forma os resultados obtidos no ensaio de 
fototoxicidade, uma vez que não se verificou diferenças significativas entre as células 
cancerígenas (PC-3) e as pré-neoplásicas (PNT-2). Na linha celular PC-3, a uma 
concentração de 10 µM, observa-se uma maior concentração intracelular ( 0,16 µM) às 6 
h de incubação, sendo que o mesmo acontece para as células PNT-2, embora de uma forma 
menos evidente ( 0,13 µM). 
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4.4. Conclusões 
Este capítulo teve como principal objetivo avaliar a atividade fototóxica dos compostos 
9a e 9b em duas linhas celulares da próstata. Os resultados demonstraram que ambos os 
compostos são capazes de reduzir a viabilidade das células PC-3 e PNT-2 após 20 min de 
exposição à luz vermelha. Será no entanto pertinente realizar outros estudos, como sejam 
tempos de incubação diferentes guiados por estudos de uptake, de forma a encontrar o 
tempo ideal para o PS entrar e se acumular na célula, e estudos de localização celular ao 
longo do tempo. Num ensaio preliminar de uptake intracelular para o derivado 9a, foi 
possível confirmar que o período de incubação escolhido (4 h) parece estar próximo do 
uptake máximo por parte das células quer para as células PNT-2 quer para as células PC-3. 
Contudo, será necessário optimizar as condições do ensaio e estender este estudo aos 
restantes derivados preparados. 
 
4.5. Parte Experimental 
4.5.1. Cultura Celular 
No estudo da avaliação biológica dos compostos sintetizados foram usadas duas linhas 
celulares da próstata humana: PNT-2 (fornecida pelo Dr. Ricardo Perez-Tomás, da 
Universidade de Barcelona, Espanha), e PC-3 (fornecida pelo Dr. Rui Medeiros, da 
Universidade do Porto, Portugal). As linhas celulares foram descongeladas e propagadas 
em cultura aderente e monitorizadas por PCR para assegurar que estavam livres de 
micoplasma. As culturas celulares foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial 
Institute (RPMI) 1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS) e 1% de 
antibiótico (mistura de penicilina e estreptomicina), e mantidas a 37 ºC numa atmosfera 
humidificada contendo 5% de CO2. As células foram passadas regularmente e o meio foi 
mudado duas a três vezes por semana. 
 
4.5.2. Preparação das soluções stocks  
Foram preparadas soluções stock de 10 mM dos compostos 9a,b em DMSO, e 
posteriormente foram feitas diluições adicionais a partir da solução stock em meio RPMI-
1640 de modo a obter as concentrações finais requeridas para os ensaios biológicos. Em 
todos os ensaios, tanto para o controlo como para amostras tratadas, a concentração de 
DMSO utilizada em cada poço foi de 1% (v/v). 
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4.5.3. Ensaios de citotoxicidade e fototoxicidade 
Para a realização dos ensaios de fototoxicidade, as duas linhas celulares foram semeadas 
em microplacas de 96 poços. Para tal, as células em confluência presentes em placas de 
100 mm, foram lavadas com PBS e destacadas com tripsina. De seguida, procedeu-se à 
contagem de uma alíquota da suspensão celular corada com azul de triptano, num 
microscópio ótico invertido com ampliação de 100 vezes. Após a contagem das células, o 
volume das suspensões celulares foi ajustado, de forma a obter a densidade celular de 7500 
células por poço. Assim, colocou-se o volume correspondente a 7500 células de cada linha 
celular nos respetivos poços e adicionou-se em cada poço meio RPMI-1640 até perfazer o 
volume total de 100 µL, e incubou-se durante 24 h a 37 ºC numa atmosfera humidificada 
com 5% de CO2. Posteriormente, os compostos a serem estudados (9a,b) foram 
adicionados em diferentes concentrações (0,1, 1,0 e 10 µM) a cada uma das linhas 
celulares e incubados durante 4 h. Os poços com células sem tratamento, bem como os 
poços com células tratadas com 1% de DMSO foram utilizados como controlos. Após esse 
período, a microplaca foi colocada sobre um Back-Light LED-Setup, tendo sido irradiada 
com luz vermelha (630±20 nm) com uma irradiância de 1,28 mW.cm
-2
 durante 20 min. De 
seguida, o meio de cultura de todos os poços foi substituído por meio fresco e as células 
foram incubadas por mais 24 h. Quatro horas antes do término da experiência, adicionou-
se 10 µL de reagente AlamarBlue (AB) (ThermoFisher, Massachusetts, USA) a cada poço 
de forma a avaliar a viabilidade celular. Os poços com meio RPMI e 10 µL de AB foram 
utilizados como controlo negativo, e os poços com 100 µL de AB reduzido foram 
utilizados com controlo positivo. A viabilidade celular foi analisada 24 h após o tratamento 
com os compostos, através da leitura de absorvência a 570 e 600 nm num leitor de 
microplacas (SYNERGY HTX, BioTek Instruments), calculando-se a percentagem de 
redução de AB. Para cada condição foram preparados três replicados. Adicionalmente, 
preparou-se outra microplaca tratada da mesma forma, contudo esta microplaca não foi 
irradiada, servindo assim, como controlo para a microplaca de ensaio de fototoxicidade. 
 
4.5.4. Determinação do uptake intracelular 
Para a realização dos ensaios de uptake celular as duas linhas celulares foram semeadas 
em microplacas de 96 poços. Para isso, as células em confluência presentes em placas de 
100 mm, foram lavadas com PBS e destacadas com tripsina. De seguida, procedeu-se à 
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contagem de uma alíquota da suspensão celular corada com azul de triptano, num 
microscópio ótico invertido com ampliação de 100 vezes. Após a contagem das células, o 
volume das suspensões celulares foi ajustado, de forma a obter a densidade celular de 7500 
células por poço. Assim, colocou-se o volume correspondente a 7500 células de cada linha 
celular nos respetivos poços e adicionou-se em cada poço meio RPMI-1640 até perfazer o 
volume total de 100 µL, e incubou-se durante 24 h a 37 ºC numa atmosfera humidificada 
com 5% de CO2. Posteriormente, o composto 9a foi adicionado em diferentes 
concentrações (1,0 e 10 µM) a cada uma das linhas celulares e incubado durante 1, 4, 6 e 
24 h. Os poços com células sem tratamento, bem como os poços com células tratadas com 
1% de DMSO foram utilizados como controlos. Após o término do período de incubação, 
retirou-se o meio e as células foram lavadas duas vezes com PBS, de seguida adicionou-se 
100 µL de DMSO e aguardou-se 1 h. Após este período destacaram-se mecanicamente as 
células e estas foram transferidas para uma placa de 96 poços preta e a fluorescência 
intracelular do composto foi determinada através de medição fluorométrica, usando 
soluções padrão do PS para calibração. As medições foram realizadas utilizando um leitor 
de microplacas (TECAN Infinite® 200 PRO) com os filtros de excitação e emissão 
definidos a 424 e 660 nm, respetivamente. 
 
4.5.5. Estatística 
Foram realizados três ensaios independentes para os compostos testados. A análise 
estatística foi realizada usando o IBM SPSS (SPSS 22.0, USA). A significância da 
diferença de redução da viabilidade celular entre os diferentes compostos foi avaliada pelo 
modelo de análise de variância univariada (one-way ANOVA) com teste de Bonferroni. 
Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo. 
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Os estudos realizados ao abrigo desta dissertação permitiram atingir alguns resultados 
bastante promissores tendo em vista os seus objetivos. A primeira etapa realizada permitiu 
preparar os derivados de tipo clorina, baseados em clorofila a, conjugados com diferentes 
unidades de uracil-alditóis, 9a-c (Figura 5.1). A caracterização fotofísica permitiu concluir 
que todos os compostos preparados são bons fluoróforos e apresentam uma banda de 
absorção intensa a  > 650 nm, comprimento de onda no qual a luz é capaz de penetrar 
nos tecidos. Foi ainda observado que todos os derivados apresentam capacidade de gerar 
oxigénio singleto, condição essencial para a sua aplicação como PSs em PDT.  
 
 
Figura 5.1. Estruturas dos diferentes derivados 9a-c. 
 
As etapas seguintes passaram pela avaliação biológica dos derivados preparados 9a-c, 
bem como da clorina precursora 3. Nos estudos de avaliação antibacteriana (Tabela 5.1) 
observou-se que os compostos 3 e 9a foram aqueles que apresentaram uma melhor 
atividade antibacteriana nas condições experimentais estudadas, nomeadamente na S. 
aureus. Concluiu-se que a unidade de açúcar introduzida no macrociclo influencia a 
eficiência de inativação, uma vez que o derivado de xilose (9a) é melhor PS que os 
derivados de galactose (9b) e glucose (9c). 
Por fim, no estudo de atividade antitumoral, foi demonstrado que os dois compostos 
estudados (9a e 9b) reduziam após ativação com luz vermelha a viabilidade das células 
cancerígenas PC-3 e das células pré-malignas PNT-2 a uma concentração de 10 µM 
(Figura 5.2). O derivado 9a mostrou-se mais fototóxico que o derivado 9b à concentração 
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de 1,0 µM tendo-se observado uma diferença significativa na redução da viabilidade 
celular para a linha celular PC-3. 
 
Tabela 5.1. Estudos da avaliação da atividade antibacteriana em S. aureus e E. coli, pelos compostos 3 e 
9a-c. 
Composto Bacteria Dose 
Tempo de 
irradiação /min 
Dose de luz 
/mW.cm
-2 Efeito 
3 
S. aureus 5,0 µM 
180 2,7 
Inativação  7 log 
E. coli 
10 µM 
Não ocorre inativação 
5,0 µM + 
50 mM KI 
10 µM + 
50 mM KI 
5,0 µM + 
25 µM MB 
Inativação de 4,3 log 
(efeito do MB) 
9a 
S. aureus 
5,0 µM 180 2,7 Inativação  7 log 
1,0 µM 30 150 Inativação  4 log 
E. coli 50 µM 180 2,7 Não ocorre inativação 
9b S aureus 5,0 µM 180 2,7 Inativação  2 log 
9c S. aureus 5,0 µM 180 2,7 Inativação  2 log 
 
 
Figura 5.2. Viabilidade das células PNT-2 e PC-3 durante o ensaio de terapia fotodinâmica com os 
compostos 9a,b a uma concentração de 0,1; 1,0 e 10 µM usando luz vermelha (1.28 mW.cm-2) durante 20 
min. Os valores são a média de três ensaios independentes. As barras de erro representam o desvio padrão. 
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Os resultados obtidos demonstram que os derivados preparados apresentam 
características adequadas e promissoras para aplicação como PSs em PDT, nomeadamente 
apresentarem elevados coeficientes de absorção molar na região do vermelho (≈ 650 nm); 
serem geradores de oxigénio singleto (rendimento quântico em DMF entre 0,34 e 0,40); 
não serem tóxicos na ausência de luz; serem relativamente foto-estáveis nas condições de 
irradiação testadas; e principalmente provocarem necrose e destruição de tecidos 
neoplásicos e fotoinativarem bactérias de Gram-positivo. 
 
Como trabalho futuro propõem-se estudar os derivados 9a-c na sua forma desprotegida, 
de forma a ver aumentada a sua solubilidade em meio fisiológico; determinar por HPLC-
MS a proporção de cada um dos diasterioisómeros presentes nos derivados 9a-c. Estudar e 
optimizar as condições experimentais do uptake intracelular e estender estes estudos a 
todos os derivados preparados, bem como proceder a estudos de localização intracelular ao 
longo do tempo, de forma a compreender onde o PS se localiza na célula microbiana e 
tumoral, e analisar o mecanismo de ação, nomeadamente as vias de morte celular e análise 
dos metabolitos. Adicionalmente, será interessante estudar a ação fotodinâmica destes 
derivados noutras linhas celulares, tentado sempre que possível comparar com uma linha 
celular normal (não tumoral). Uma vez que um dos grandes desafios na PDT está no facto 
de ser de extrema importância que o PS seja direcionado e acumulado nas células tumorais, 
com reduzido ou nenhum uptake pelas células normais, poderá ser interessante encapsular 
os PSs em sistemas de transportadores, como micelas poliméricas, lipossomas ou 
nanopartículas,  
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Anexo A 
 
 
Figura A1. Espetro de ESI-MS do composto 3. 
 
 
 
Figura A2. Espetro de ESI-MS da fração 1. 
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Figura A3. Espetro de ESI-MS da fração 2. 
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Figura A4. HPLC-MS do composto 3 em MeOH. 
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Figura A5. HPLC-MS do composto 3 em MeOH. 
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Figura A6. Espetro de ESI-MS do éster metílico da Zn-chl e6. 
 
 
 
Figura A7. Espetro de ESI-MS da fração 4. 
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Figura A8. Espetro de ESI-MS do composto 7a. 
 
 
 
Figura A9. Espetro de ESI-MS do composto 7b. 
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Figura A10. Espetro de ESI-MS do composto 7c. 
 
 
 
Figura A11. Espetro de ESI-MS do composto 7d. 
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Figura A12. Espetro de ESI-MS do composto 7e. 
 
 
 
Figura A13. Espetro de RMN de 1H do composto 7b, em D2O. 
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Figura A14. Espetro de RMN de 1H do composto 7c, em D2O. 
 
 
 
 
Figura A15. Espetro de RMN de 1H do composto 7d, em D2O. 
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Figura A16. Espetro de RMN de 1H do composto 7e, em D2O. 
 
 
 
Figura A17. Espetro de ESI-MS do composto 8a. 
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Figura A18. Espetro de ESI-MS do composto 8b. 
 
 
 
Figura A19. Espetro de ESI-MS do composto 8c. 
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Figura A20. Espetro de RMN de 1H do composto 8b, em CDCl3. 
 
 
 
Figura A21. Espetro de RMN de 1H do composto 8c, em CDCl3. 
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Figura A22. Espetro de ESI-MS do composto 8d. 
 
 
 
Figura A23. Espetro de ESI-MS do composto 8e. 
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Figura A24. Espetro de RMN de 1H do composto 8d, em CDCl3. 
 
 
 
 
Figura A25. Espetro de RMN de 1H do composto 8e, em CDCl3. 
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Figura A26. Espetro de ESI-MS do composto 9a1. 
 
 
 
Figura A27. Espetro de ESI-MS do composto 9b1. 
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Figura A28. Espetro de ESI-MS do composto 9c1. 
 
 
 
Figura A29. Espetro de ESI-MS do composto 9a. 
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Figura A30. Espetro de ESI-MS do composto 9b. 
 
 
 
Figura A31. Espetro de ESI-MS do composto 9c. 
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Figura A32. Espetro de RMN de 1H do composto 9b, em CDCl3. 
 
 
 
Figura A33. Espetro de RMN de 1H do composto 9c, em CDCl3. 
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Figura A34. Espetros de emissão e excitação normalizados e espetro de absorção dos compostos 3, 9b,c 
e éster metílico da Zn-Chl e6, em DMF a 20 ºC (A. [3] = 1,5 x 10
-5 mol.dm-3, λexc3 = 600 nm e λem3 = 715 
nm; B. [9b] =1,5 x 10-5 mol.dm-3, λexc9b = 600 nm e λem9b = 712 nm; C. [9c] =1,5 x 10
-5 mol.dm-3, λexc9c = 600 
nm e λem9c = 712 nm; D. [éster metílico da Zn-Chl e6] =5,0 x 10
-6 mol.dm-3; λexcéster metílico Zn-Chl e6 = 600 nm e 
λeméster metílico Zn-Chl e6 = 704 nm). 
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Anexo B 
 
 
Figura B1. Monitorização da fotoestabilidade do composto 9a utilizando luz branca (LUMACARE), a 
uma potência de 150 mW.cm-2 durante 30 min, em DMF. 
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